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ZIELSETZUNG

Zielsetzung dieser Arbeit ist es,

1. Die Rolle von Endothelin-1 und seiner Rezeptoren in einem
gut etablierten Mausmodell der septischen Peritonitis zu

charakterisieren,

2.anhand des Modells der Mastzell-defizienten Kit"V/Kit" "
Maus der Frage nachzugehen, welche regulierende Funktion

dabei Mastzellen zu kommt,

3. die funktionelle Bedeutung der Mastzelle als wichtiger Faktor
in der angeborenen Immunitdt anhand ihrer Rolle in der
Regulation der durch Endothelin-1 induzierten Morbiditat

und Mortalitat zu klaren,

4. die Ergebnisse dieser Untersuchungen vor dem Hintergrund
der Literatur zu diskutieren und insbesondere die
Beteiligung von Mastzellen in der naturlichen Immunabwehr

gegen Bakterien hervorzuheben.



EINLEITUNG

Grundziige der Mastzellbiologie

Einfilhrung

Die Entdeckung der Mastzelle (MZ) erfolgte bereits 1863, als von
Recklinghausen die Zellen an ungefarbten Schnitten von
Froschmesenterium nachweisen konnte (von Recklinghausen, 1863).
Einige Jahre spater erhielt diese Zelle durch Paul Ehrlich die
Bezeichnung “Mastzelle” (Ehrlich, 1879), da er bei seinen
Gewebefarbungen mit basischen Farbstoffen im Zytoplasma der Zellen
metachromatische Granula fand, von denen er annahm, dass sie durch
Phagozytose entstehen und damit die Zellen “gemastet” wirden
(Ehrlich, 1877).

Noch heute stellen diese

metachromatischen zytoplasmatischen

Granula, von denen wir heute wissen, dass

sie praformierte Mediatoren wie Histamin
und Proteoglykane enthalten, ein
charakteristisches Merkmal aller MZ dar | abbildung 1

(Abbildung 1), gleich aus welcher Spezies | Darstellung einer Mastzelle

N . mit charakteristischen
oder Lokalisation (Galli, 1993; Church and | metachromatischen Granula

. . . in einem alkaline Giemsa
Levi-Schaffer, 1997). Weitere, fir alle MZ gefarbten  Semidannschnitt

gliltige Merkmale, sind membransténdige | (1Hm) von Maushaut.

Rezeptoren flr Immunglobulin E (Fc.RI) und stem cell factor (c-kit)
(Galli, 1990).

Zahlreiche weitere MZ-Merkmale sind Spezies-spezifisch (Serotonin z.B.
kann nur in MZ von Nagern, nicht jedoch in humanen MZ nachgewiesen

werden) oder Organ-spezifisch. So kdénnen beim Menschen je nach
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Nachweisbarkeit

von

Chymase

die

MZ

in

zwei verschiedene

Populationen, die sich auch hinsichtlich ihrer Lokalisation unterscheiden,

eingeteilt werden (s. Tabelle 1).

Tryptase™/Chymase® MZ

Tryptase™ MZ

Produkte

Heparin, Histamin + +
Tryptase + +
Chymase + -
Verteilung

Haut +++ (+)
Submukosa ++
Bronchien +++ ++
Lunge + +++
Alveolenwand (+) +++

Tabelle 1 Unterscheidung humaner MZ-Populationen (Galli, 2000)

MZ konnten bisher in allen untersuchten Vertebraten nachgewiesen

werden. In besonders groBer Zahl lassen sie sich in Organen finden, die

im Kontakt zur AuBenwelt stehen, also in der Haut sowie in der

Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes und der Atemwege. Dort sind

sie praferentiell in der Nahe von GefaBen und sensorischen Nerven

lokalisiert. In geringerer Anzahl sind sie in parenchymatdésen Organen

wie der Leber oder Niere zu finden und nur in Knorpelgewebe lassen

sich so gut wie keine MZ nachweisen (Botchkarev et al, 1997; Cindik et

al, 2000).



Herkunft

Kitamura und Mitarbeiter konnten in einer Reihe von eleganten
Versuchen mit beige-M&usen (C57BL/6-bg’/bg’) und MZ-defizienten
Mausstdmmen zeigen, dass sich die MZ der Maus aus hamatopoetischen
Vorlauferzellen des Knochenmarks entwickeln. Zuerst transplantierten
sie  Knochenmarkszellen von C57BL/6-bg’/bg’ Mé&usen in normale
bestrahlte C57BL/6-+/+ Tiere, was zur Ausbildung von MZ des
histologisch leicht zu identifizierenden beige-Typs fluhrte (Kitamura et
al, 1977). Bei verschiedenen MZ-defizienten Mausstammen fuhrte die
Transplantation von Knochenmark der jeweiligen normalen, MZ-
kompetenten Madusen zu einer Anreicherung von MZ in der
Peritonealhdhle und der Haut (Kitamura et al, 1978).

Einige Jahre spater postulierten Kitamura und Mitarbeiter, dass MZ-
Vorlaufer aus dem Knochenmark (noch ohne die typischen Rezeptoren
und Granulainhalt) nach Zirkulation im Blut in das Bindegewebe
migrieren, dort proliferieren und sich zu morphologisch erkennbaren MZ
differenzieren (Kitamura et al, 1993). Bei Mausen konnte inzwischen
eine Zellpopulation aus fetalem Blut isoliert werden, die den Kriterien

einer MZ-Vorlauferzelle entspricht (Rodewald et al/, 1996).

Einer der frihesten Marker flir MZ ist der Tyrosinkinase-Rezeptor Kit
(CD 117), der auch von reifen MZ exprimiert wird (Galli et al, 1994).
Andere hamatopoetische Zellen, einschlieBlich der verwandten
Basophilen, verlieren diesen Marker wahrend ihrer Differenzierung. Es
konnte gezeigt werden, dass fehlende oder fehlerhafte Expression von
Kit oder dessen Liganden stem cell factor (SCF) zu einer stark
beeintrachtigten Entwicklung von MZ und zu einer Reduktion oder
Abwesenheit differenzierter MZ in zahlreichen Geweben einschlieBlich
der Haut fihrt (Galli and Kitamura, 1987). In der Haut und anderen

Organen von KitV/Kit""" Mausen, die auf Grund natiirlicher Mutationen
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des fur Kit kodierenden Protoonkogens c-kit kein funktionelles Kit

exprimieren, finden sich so gut wie keine MZ (Tsai et al, 1991).

Heterogenitat

Die MZ in verschiedenen Spezies und in unterschiedlicher Lokalisation in
einem Individuum zeigen zwar, wie oben bereits erwahnt, in vielen
Aspekten Gemeinsamkeiten, dennoch weisen sie untereinander eine
starke Heterogenitat in Bezug auf ihre morphologischen, biochemischen

und funktionellen Eigenschaften auf.

Bereits vor Uber 100 Jahren vermuteten Hardy und Wesbrook aufgrund
morphologischer Unterschiede zwischen MZ in unterschiedlichen
anatomischen Regionen, dass es verschiedene Subpopulationen von MZ
geben muB (Hardy and Wesbrook, 1895) und wenige Jahre spater
beschrieb Maximow, dass bestimmte MZ “atypisch” in Bezug auf ihre
histochemische Anfarbarkeit seien (Maximow, 1905). Seit den 60er
Jahren war es insbesondere Enerback, der die Erkenntnisse Uber die
Heterogenitat der MZ erweiterte. 1966 beschrieb er an Ratten detailliert
die histochemischen Unterschiede zwischen den MZ des Bindegewebes
und MZ der intestinalen Mukosa (Enerback, 1966a; Enerback, 1966b).
Seitdem wurden in zahlreichen Spezies, auch beim Menschen,
unterschiedliche MZ Subpopulationen nachgewiesen, deren Einteilung in
die bei Mausen und Ratten definierten MZ Subtypen jedoch schwieriger
zu bewerkstelligen ist und noch immer kontrovers diskutiert wird (Galli,
1990).

Bei der Maus werden Ublicherweise zwei unterschiedliche MZ
Phanotypen beschrieben, die Bindegewebs-MZ (“connective tissue type
mast cells”, CTMC) und Mukosa-MZ (“mucosal mast cells”, MMC), die
sich unter anderem in der Lokalisation, Morphologie, Farbeeigenschaft,
Granulainhalt und der Aktivierung und Aktivierungshemmung durch

verschiedene Substanzen unterscheiden (s. Tabelle 2).
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Bindegewebs MZ
(CTMC)

Mukosa MZ (MMC)

Lokalisation Peritoneum, Haut, Lunge mtestma!e Mu_kosa,
Bronchialepithel

Lebensdauer Monate bis Jahre ca. 40 Tage

Granula groB3, uniform klein, unterschiedlich

elektronendicht

elektronendicht

T-Zell-abhangige
Proliferation

nein

ja

wichtigstes
Proteoglykan

Heparin

Chondroitinsulfat

Serotoningehalt

variabel hoch

gering

Histamingehalt

hoch (ca. 10 pg/Zelle)

gering (ca. 1 pg/Zelle)

Hochaffine IgE-

Rezeptoren Ja Ja
Anfarbung mit: - i
Alcianblau J )
Safranin Ja nein
Berberinsulfat Ja nein
Aktivierbarkeit

durch Substanz ja kaum
48/80

Inhibition durch

Theophyllin und ja nein

Cromoglicinsaure

Tabelle 2 Eigenschaften verschiedener MZ Subtypen der Maus
(Kitamura, 1989; Galli, 1990; Malaviya and Abraham, 1998)

Aktivierung

Die wohl bekannteste und klinisch gesehen folgenschwerste Form der
MZ Aktivierung ist die durch IgE vermittelte Degranulation von MZ im

Rahmen allergischer und anaphylaktischer Reaktionen (Ishizaka und
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Ishizaka, 1984; Galli und Wershil, 1996). Dabei binden IgE-Molekiile
mit hoher Affinitat an spezifische Rezeptoren (Fc.RI) auf der MZ
Oberflache; durch die Bindung eines oder mehrerer Antigene (z.B. eines
Allergens) erfolgt eine Vernetzung der Rezeptoren und daraufhin die
Fusion mehrerer Granula miteinander sowie mit der Zellmembran, was
dann zur Ausschuttung ihres Inhalts in den Interzellularraum fuhrt
(Dvorak, 1993).

Neben dieser Antigen-vermittelten Aktivierung bestehen jedoch weitere
Méglichkeiten eine Degranulation von MZ zu induzieren. Beschrieben
sind, neben zahlreichen weiteren, die Aktivierung durch das
Kalziumionophor A23187, dem synthetischen Polyamin Substanz 48/80,
verschiedenen Neuropeptiden wie z.B. Substance P, Wachstumsfaktoren
wie z.B. NGF oder durch physikalische Stimuli (Murphy et al, 1987;
Schick und Austen, 1987; Paus et al, 1994a; Williams et al, 1995).

Produkte der Mastzelle

MZ enthalten oder produzieren nach entsprechender Stimulation eine
enorme Bandbreite verschiedener biologisch aktiver Mediatoren, die zu
einer Vielzahl von unterschiedlichen Effekten fihren. Ein Teil dieser
Substanzen wird dabei bereits vorgefertigt in den zytoplasmatischen
Granula gespeichert, andere Mediatoren werden als Folge der MZ

Aktivierung neu synthetisiert (s. Tabelle 3).
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Praformiert de novo synthetisiert
Histamin Zytokine:

Serotonin IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
Glykosaminoglykane: IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-
Heparin 15, IL-16, GM-CSF,

Chondroitinsulfat TNFo, TGFB, NGF, IFNy, MIP-
Proteasen: lo, MIP-1p

Chymase

Tryptase Lipide:

Carboxypeptidase PGD,, LTCa, LTD4, LTEq,
TNFa, VEGF LTBa4, PAF

Tabelle 3 Beispiele praformierter und neu hergestellter MZ
Mediatoren (Galli, 1990; Leon et al, 1994; Okayama et al, 1995; Church
und Levi-Schaffer, 1997; Boesiger et al, 1998; Williams und Galli, 2000)

Funktionen der Mastzelle

MZ sind Uber den gesamten Korper verteilt in Bindegeweben, serdsen
Hohlen und Schleimhauten anzutreffen. Sie sind besonders zahlreich in
der Nahe von kleinen Blut- und LymphgefaBen und von
Nervenendigungen. Daher, und aufgrund der enormen Anzahl
pharmakologisch potenter Mediatoren, die zum Teil chemotaktische,
vasoaktive (z.B. Leukotriene, PAF) oder proinflammatorische sowie
Wachstum stimulierende (z.B. Interleukine, VEGF) Eigenschaften
besitzen, ist die Beteiligung von MZ an zahlreichen pathologischen und

physiologischen Ablaufen im Kdérper anzunehmen.

Neben der bereits beschriebenen Rolle der MZ in der Vermittlung
allergischer Reaktionen durch die, teilweise exzessive, Freisetzung von
Histamin, sind weitere Vorgange im Koérper bekannt oder werden

vermutet, die mit MZ assoziiert sind. Insbesondere in der Haut konnten
14



bei zahlreichen Erkrankungen eine Beteiligung von MZ nachgewiesen
werden. So wurde bei verschiedenen Dermatosen eine deutliche
Vermehrung von MZ festgestellt, u.a. bei chronischem Ekzem,
malignem Melanom, Neurofibromen, bulldésem Pemphigoid, Fibromen,
Lichen sclerosus et atrophicus, Psoriasis und M. Behcet (Rothe et al,
1990; Grabbe et al, 1994; Church und Levi-Schaffer, 1997).

Insgesamt fallt bei der Betrachtung dermaler Erkrankungen, die mit
einer erhéhten Zahl und Aktivitat von MZ korrelieren, der hohe Anteil an
Dermatosen mit ausgepragten Wachstumsstérungen und
Gewebeumbauprozessen auf. Eine Beteiligung von MZ an diesen, aber
auch an anderen, physiologischen Gewebeumbauprozessen ist sehr
wahrscheinlich, da MZ als Ursprung potenter Wachstumsfaktoren, u.a.
TNFa, VEGF, PAF, TGF-B, NGF, in der Lage sind, auf diese Prozesse

EinfluB zu nehmen.

Unterstltzt wird diese Hypothese durch verschiedene Arbeiten. So
konnte z.B. am Modell des murinen Haarzyklus eine Beteiligung von MZ
an der Transformation des Haarfollikels von der ruhenden Phase
(Telogen) zur Phase des Wachstums (Anagen), sowie in der Phase der
Haarfollikelregression (Katagen) nachgewiesen werden (Paus et al,
1994b; Maurer et al, 1995; Maurer et al, 1997). Auch im Rahmen der
Wundheilung scheint MZ eine bedeutende Rolle zuzukommen, so
konnten in Narben verschiedenen Alters eine Aktivierung von MZ
nachgewiesen werden, und es erscheint wahrscheinlich, dass Produkte
der MZ zur akuten Blutstillung und Entziindungsreaktion, aber auch zu
der spateren Angioneogenese und Re-epithelialisierung beitragen (Artuc
et al, 1999; Norrby, 2002).

Eine erhohte Anzahl an MZ wird auch bei der interstitiellen Zystitis

gefunden, wobei kausale Zusammenhange noch nicht vollkommen

geklart sind (Yamada et al, 2000). Dagegen ist bei verschiedenen

Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, insbesondere bei der

Nahrungsmittelallergie (Bischoff et al, 2000), den chronisch
15



inflammatorischen Darmerkrankungen wie M. Crohn und Colitis ulcerosa
(Wershil et al, 1995), Clostridium difficile induzierter Enteritis (Wershil
et al, 1998) und Gastritis (Furuta et al, 1997) eine pathogenetische

Bedeutung von MZ beschrieben worden.

Im Rahmen maligner Erkrankungen scheinen MZ ebenso eine Rolle zu
spielen. Die Implantation von Tumorzellen in MZ-defiziente Mause
fuhrte zu geringerer Anzahl an Kapillaren in der Tumorperipherie,
reduzierter TumorgréBe und weniger Metastasen als in normalen
Mausen und bei verschiedenen soliden Tumoren konnte eine
Akkumulation von MZ am Tumorrand beobachtet werden (Warner und
Kroegel, 1994; Meininger, 1995; Bradding und Holgate, 1999). Die
Unterstitzung der Tumor-assoziierten Angiogenese durch MZ-
Mediatoren scheint daher zur Ausbreitung und Metastasierung von
Tumoren beitragen zu kdnnen. Allerdings wurde auch postuliert, dass
MZ durch die Rekrutierung von Immunzellen zur Erkennung und

Zerstérung von Tumorzellen beitragen kénnen (Henderson et a/, 1981).

Neben der im nachsten Kapitel ausflihrlicher betrachteten, erst seit
kurzem bekannten Rolle von MZ in der natlrlichen Immunitat gegen
Bakterien, ist die Beteiligung von MZ an der Immunabwehr gegen
Parasiten bereits seit langerer Zeit bekannt. So findet bei einer
Infektion mit bestimmten Parasiten eine starke Vermehrung von MZ,
sowie von spezifischen und unspezifischen IgE Antikdrpern statt,
wodurch ein gewisser Schutz vor einer Infektion mit Parasiten
gewdhrleistet wird (Warner und Kroegel, 1994; Mécheri und David,
1997).
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Das KitY/Kit" Mausmodell zur Untersuchung von

physiologischen und pathologischen Funktionen der Mastzelle

Galli, Kitamura und Mitarbeiter publizierten 1985 das bereits oben
erwdhnte Kit"/Kit"" Modell, mit dem seither zahlreiche, bis dahin nur
vermutete Funktionen von MZ bewiesen werden konnten (Nakano et al,
1985). Die Kit"/Kit""Y Mause weisen aufgrund einer spontan
aufgetretenen Doppelmutation keinen funktionellen SCF-Rezeptor auf,
was zu einer MZ-Defizienz fuhrt. An diesen Mdusen [aBt sich daher
prifen, welche Prozesse in der Abwesenheit von MZ anders verlaufen

als normal.

Aufgrund der fehlenden Expression von Kit kommt es bei den Tieren
neben der fehlenden Entwicklung von MZ auch zu einer leichten
Anamie, einer vollstandigen Melanozyten-Defizienz (weiBes Fell, siehe
Abbildung 2) sowie zu Sterilitét, wahrend das Immunsystem keine
nennenswerten Veranderungen aufweist (normale T- und B-Zellen,
Granulozyten, usw.) (Galli und Kitamura, 1987; Galli und Hammel,
1994). Unterschiede in KitV/Kit""Y M&usen und normalen Kit+/+
Kontrollm&usen sprechen flir eine Beteiligung einer oder mehrerer Kit"

Zellpopulationen in der Ausldésung der untersuchten Reaktion.

Um nachzuweisen, dass die Abwesenheit von MZ - und nicht von
Melanozyten oder anderen Kit™ Zellen - fiir einen beobachteten Defekt
in Kit"/Kit""Y Mé&usen verantwortlich sind, werden zum Vergleich
Kit"/Kit""V Mause untersucht, die zuvor lokal oder systemisch mit MZ
rekonstituiert wurden (Galli und Kitamura, 1987). Hierflir werden Zellen
aus dem Knochenmark von Kit +/+ Mausen gewonnen und in
Anwesenheit von IL-3 zu Mastzellen differenziert (BMCMC, bone
marrow-derived cultured mast cells). Diese werden, nach dem die
Kultur zu >98% aus Mastzellen besteht (nach ca. 6 Wochen
Kultivierung), s.c., i.p. oder i.v. in Kit"/Kit""" Mause injiziert. In der
Maus erfolgt unter dem Einfluss des regionalen Zytokinmilieus die
weitere Ausreifung der Mastzellen (Galli und Kitamura, 1987). Wenn MZ
17



fir eine Reaktion verantwortlich sind, die in MZ-defizienten Kit"/Kit""
Mausen nicht normal verlauft, dann muB eine solche Rekonstitution

diese Reaktion - zumindest teilweise - normalisieren.

Dariiber hinaus bietet das Kit"/Kit""¥ Mausmodell die Méglichkeit, die
Relevanz definierter MZ-Produkte oder Rezeptoren flr die Auslésung
einer MZ-abhangigen Reaktion zu untersuchen. Flr die Rekonstitution
von Kit"/Kit""V Mausen werden hier nicht MZ aus normalen Kit+/+
Tieren verwendet, sondern MZ aus Mausen, die flr das jeweilige MZ-
Produkt oder den MZ-Rezeptor defizient sind, z.B. TNFa-Knockout-
Mause (TNFa -/-), bei den das Gen flir das MZ-Produkt TNFa genetisch
deletiert wurde. Auf diese Weise kénnen Tiere generiert werden, die
sich lediglich dadurch unterscheiden, dass ihre MZ TNFa produzieren
oder nicht produzieren kdénnen (Von Stebut et al, 2003).
Unterschiedliche Reaktionen in diesen Mdusen mussen also auf MZ-
TNFa-vermittelten Effekten beruhen (Abbildung 2).
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Kit+/+

Rekonstitution
mit normalen
Mastzellen

Rekonstitution .
mit defizienten
Mastzellen

E— O

Abbildung 2 Schematische Darstellung des Kit"/Kit""

Mausmodells und der Mdglichkeiten der Rekonstitution.
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Die Rolle von Mastzellen bei der naturlichen Immunitat

gegen Bakterien

Erst vor wenigen Jahren hat sich herausgestellt, dass - zumindest im
Maussystem - MZ eine entscheidende Rolle in der Abwehr bestimmter
bakterieller Infektionen spielen. Die ersten Untersuchungen an
Kit"/Kit""V Mausen auf diesem Gebiet erfolgten durch Echtenacher et a/
sowie von Malaviya et al, die 1996 zeigen konnten, dass eine Infektion
mit Enterokokken fiir MZ-defiziente Kit"/Kit""Y Mause letal verlauft,
wohin gegen MZ-kompetente Kit +/+ Mause und mit MZ-rekonstituierte
Kit"/Kit"V Mause diese (iberleben (Echtenacher et al, 1996; Malaviya et
al, 1996).

Echtenacher und Kollegen zeigten, dass MZ-defiziente Kit"/Kit"" M&use
nach Induktion einer septischen Peritonitis durch die Ligatur und
Punktion des Blinddarms (cecal ligation and puncture, CLP) im Vergleich
zu normalen Kit+/+ Mausen eine deutlich niedrigere Uberlebensrate
aufweisen. Nachdem die peritoneale MZ-Defizienz durch den Transfer
von MZ behoben wurde, waren die Mause wieder vor den letalen
Auswirkungen der CLP geschitzt (Echtenacher et al, 1996). Malaviya et
al beschrieben eine bis zu 80%ige Mortalitat bei MZ-defizienten
Kit"/Kit"v Mausen nach i.p. Applikation von Enterobakterien,
wohingegen keines der normalen Kit+/+ Tiere verstarb. Beide
Arbeitsgruppen konnten dabei zeigen, dass die erhdhte Mortalitat der
MZ-defizienten Mause mit einer deutlich reduzierten Elimination der
Bakterien einherging. Die geringe Elimination der Bakterien wiederum
ist auf die Abwesenheit des aus MZ stammenden TNFa zurlick zu
fihren, das zu einer deutlich erniedrigten Anzahl an einwandernden
Neutrophilen fihrt (Echtenacher et a/, 1996; Malaviya et al, 1996).

Spatere Arbeiten konnten ahnliche Ergebnisse erzielen. So zeigen z.B.

Mac-1-defiziente Mause, bei denen die Anzahl an peritonealen MZ
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deutlich erniedrigt ist, gegeniber Wildtyp Mausen eine signifikant
erhohte Sterblichkeit nach CLP, bei einer gleichzeitig hdheren Zahl an
Bakterien im Peritoneum (Rosenkranz et al, 1998). Studien mit C3 und
C4 Knockout Mausen zeigten, dass in der Abwesenheit eines intakten
Komplementsystems peritoneale MZ im Rahmen einer natlrlichen
Immunantwort gegen Bakterien nach CLP in geringerem Ausmal
aktiviert werden. Dieses fuhrt wiederum durch eine geringere Menge an
freigesetztem TNFa zu einer Abnahme der einwandernden Neutrophilen
und parallel dazu auch zu einer Abnahme der Uberlebensrate nach CLP
(Prodeus et al, 1997) (s. Abbildung 3).

Malaviya und Abraham konnten kirzlich zeigen, dass durch die Bindung
von Bakterien an spezifische Rezeptoren (FimH) auf der
Mastzelloberflache neben TNFa auch Leukotriene freigesetzt werden, die
zu einer Invasion von Neutrophilen und damit zu einer Reduktion der
Bakterien im Entzindungsgebiet fiihren (Malaviya et al, 1999; Malaviya
und Abraham, 2000). Einen weiteren Beleg flir die Beteiligung von MZ
an der Abwehr bakterieller Erreger lieferten Maurer et al, indem sie
normale Mause wiederholt mit Stem cell factor, einem Zytokin, dass als
Wachstumsfaktor fir MZ fungiert, behandelten. Die so behandelten
M&use wiesen eine deutlich erhdhte Uberlebensrate nach CLP-

induzierter septischer Peritonitis auf (Maurer et al, 1998).

In Abbildung 3 soll schematisch die in den oben beschriebenen
Arbeiten charakterisierte funktionelle Rolle von MZ in der septischen
Peritonitis zusammengefasst werden: Durch die Induktion einer
septischen Peritonitis werden Bakterien freigesetzt, die direkt oder Uber
die Aktivierung von Komplement zu einer MZ-Degranulation flhren.
Durch die daraus folgende Freisetzung der praformiert vorliegenden
Mediatoren werden neutrophile Granulozyten in das Entzlindungsgebiet
rekrutiert, die zu einer Reduktion der Bakterien in der Bauchhohle
fihren.
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Abbildung 3 Schematische Zeichnung der funktionellen Rolle von

MZ bei septischer Peritonitis.
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Endothelin-1

Allgemein

Vor etwas uber 20 Jahren postulierten Furchgott und Zawadzki, dass
Endothelzellen in der Lage sind, bestimmte Faktoren zu produzieren und
freizusetzen, die zu einer Vasodilatation flhren. Sie gaben ihnen daher
die Bezeichnung endothelium-derived relaxing factors (EDRF)
(Furchgott und Zawadski, 1980). Wenige Jahre spater gelang es Palmer
und Kollegen zu zeigen, dass nitric oxide (NO), mit diesen postulierten
EDRFs identisch ist (Palmer et al/, 1987). Im Rahmen der Erforschung

der EDRFs und des NO wurde festgestellt, dass neben den relaxierenden

auch kontraktile Faktoren, als

endothelium-derived contractile | Endothelin-1

HOOC
factors (EDCF) bezeichnet, im : G NH2
GefaBendothel  vorhanden sind

(Hickey et al, 1985). 1988

schlieBlich gelang es Yanagisawa

@eo

und Mitarbeitern aus Endothelzellen | Endothelin-2

n Schwein t in Peptid mit HOOC
VO chweineaorta ei epti [ G NH2 @
21-Aminosauren zu isolieren, dass
den bis dahin potentesten ‘
Vasokonstriktor darstellte und ga-
ben ihm den Namen Endothelin | Endothelin-3

HOOC

ET Yanagisawa et al, 1988).

Wenig spater beschrieb die gleiche

Arbeitsgruppe zwei weitere ®®®@

Isoformen des ET, die sich in zwei,
Abbildung 4 ET-1 und seine

Isoformen nach Goldie (Goldie,
1999)

bzw. sechs Aminosauren vom ur-

sprunglichen, jetzt ET-1 genannten,

Peptid unterscheiden (s. Abbildung

4). Thnen wurden die Namen ET-2 und ET-3 gegeben (Inoue et al,
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1989). Die Peptide sind in einigen Regionen homolog zu einer Gruppe
von Neurotoxinen, u.a. dem alpha scorpion toxin, omega-conotoxin und
vor allem der Gruppe der Sarafotoxine (S6a, S6b, S6c¢), dem Gift der
Schlange Atractaspis engaddensis (Stjernquist, 1998).

ET-1 wurde in kultivierten Endothelzellen aus der Aorta von Schweinen
identifiziert (Yanagisawa et al, 1988), jedoch beschrankt sich sein
Vorkommen bei weitem nicht nur auf das GefaBendothel. Sehr bald
nach seiner Entdeckung wurde ET-1 und mRNA fir ET-1 in einer
Vielzahl anderer Lokalisationen nachgewiesen. Die Tabelle 4 soll einen
Uberblick tiber einige in der Literatur beschriebenen Lokalisationen von
ET-1 und seiner mRNA bieten.

Vorkommen |Referenz Vorkommen |Referenz

e ——

Lunge (Benigni und Parathyreoidea | (Eguchi et al,
Remuzzi, 1999) 1992)

Niere (Benigni et al, Zahnpulpa (Casasco et al,
2000) 1991)

ZNS (Lee et al, 1990; |kardiale (Suzuki et al,
Giaid et al, 1991) | Myozyten 1993)

Amnion (Casey et al, Keratinozyten |(Yohn et al,
1991) 1993)

Brustdrise (Baley et al, Makrophagen |(Ehrenreich et al,
1990) 1990)

Penis/Corpora |(Saenz de Tejada | Mastzellen (Ehrenreich et al,

cavernosa et al, 1991) 1992)

Tabelle 4 Ubersicht (iber nicht-endotheliale Lokalisationen von ET-1
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Biosynthese

Die ET werden aus einem Preproendothelin (Prepro-ET) genannten
Vorlaufer synthetisiert (Itoh et al, 1988) (Abbildung 5). Dieses 212
Aminosauren groBBe Vorlauferpeptid wird durch Endopeptidasen in einen
weiteren ET Vorlaufer, das Proendothelin gespalten. Dieses “Big ET”
genannte, 39 Aminosauren umfassende Peptid unterlauft eine weitere
Enzym-gesteuerte Spaltung, woraus das aktive, aus 21 Aminosauren
bestehende ET entsteht (Miyauchi und Masaki, 1999). Die Umwandlung
von Big ET in die aktive Form des ET erfolgt durch spezifische
Endothelin Converting Enzymes (ECE) (Xu et al, 1994; Emoto und
Yanagisawa, 1995). Die beiden Vorlaufer Prepro-ET und Big ET besitzen
im Gegensatz zum aktiven ET praktisch keine vasokonstriktiven
Eigenschaften (Kimura et al, 1988).

| Prepro-ET-1
Endopeptidase
v
Big-ET-1
Enothelin Converting Enzyme

F73 8

Abbildung 5 Biosynthese von Endothelin-1
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Rezeptoren

Es wurden bisher 2 unterschiedliche Endothelinrezeptoren kloniert und
sequenziert: der Endothelina (ETa) Rezeptor mit selektiver Affinitat fur
ET-1 und ET-2 (Arai et al, 1990) sowie der Endotheling (ETg) Rezeptor,
der die gleiche Affinitat flr alle drei Isopeptide aufweist (Sakurai et al,
1990). Beide Rezeptoren sind G-Protein gekoppelt, kénnen aber
unterschiedliche second messenger Systeme aktivieren, die jeweils zu
einer Erhdhung des intrazellularen Kalziums fihren (Stjernquist, 1998).
Die ET-Rezeptoren konnten bisher in nahezu allen untersuchten
Geweben nachgewiesen werden, u.a. in Herz, Milz, Nieren, Atemwegen,
Magen-Darm-Trakt, Leber, Pankreas und Gehirn (Rubanyi und Polokoff,
1994). Zu den am ausflhrlichsten untersuchten und funktionell
wichtigsten Lokalisationen der ET-Rezeptoren gehdren aber die
BlutgefaBe. Man ist sich inzwischen einig, dass der ETa-Rezeptor
hauptsachlich an der Zelloberflache der glatten GefaBmuskulatur
lokalisiert ist und deren Kontraktion vermittelt, wohingegen der ETs-
Rezeptor vorwiegend im GefaBendothel vertreten ist und die
Freisetzung von dilatierenden Substanzen (NO, PGI,) reguliert. Jedoch
scheinen sich nicht alle Rezeptoren in dieses Schema einordnen zu
lassen, daher ist eine genauere Klassifikation noch immer Gegenstand
der Diskussion (Bax und Saxena, 1994; Stjernquist, 1998).

Inzwischen wurden zahlreiche Antagonisten der ET Rezeptoren
entwickelt, klassifiziert werden sie derzeit als ETa-selektiv, ETg-selektiv
oder als gemischte Antagonisten mit gleicher Affinitat flr beide
Rezeptoren. Im experimentellen Bereich werden im Allgemeinen
Antagonisten aus allen drei Gruppen eingesetzt. Der am haufigsten
eingesetzte selektive ETa-Antagonist ist BQ-123, seltener verwendete
sind FR139317 oder PD151242 (Warner et al, 1993; Lipa et al, 1999;
Miyauchi und Goto, 1999). Selektive ETg-Antagonisten spielen bisher
nur im experimentellen Bereich eine Rolle. Einer der Hauptvertreter der
Gruppe der ETs Antagonisten ist BQ-788 (Ishikawa et al, 1994;
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Miyauchi und Goto, 1999). Zu den haufiger verwendeten Vertretern aus
der Gruppe der gemischten Antagonisten zahlt PD142893 (Warner et al,
1993; Miyauchi und Goto, 1999). In Tabelle 5 sind alle beschriebenen

ET-Rezeptorantagonisten in einer Uberblickstabelle zusammengefasst.

Fir die klinische Anwendung werden Uberwiegend Substanzen
verwendet die oral appliziert werden kdénnen, wie z.B. der selektive ETa-
Antagonist Atrasentan, der derzeit in klinischen Studien zur Behandlung
von Karzinomen, insbesondere des Prostatakarzinoms, zum Einsatz
kommt (Norman, 2002). ETg Antagonisten spielen klinisch zum jetzigen
Zeitpunkt keine Rolle, die derzeit am haufigsten in klinischen Studien
getesteten ET-Rezeptorantagonisten sind die gemischten Antagonisten.
Zu dieser Gruppe gehdrt auch die Substanz Bosentan, die unter dem
Namen Tracleer™ bisher als einzige Substanz eine Zulassung zur
Therapie der pulmonalen arteriellen Hypertonie erhalten hat (Krum et
al, 1998; Davenport und Battistini, 2002). Derzeit befinden sich
zahlreiche weitere, v.a. fur den Kklinischen Gebrauch einsetzbare
Rezeptorantagonisten sowie Antagonisten des Endothelin converting

enzymes (ECE) in der Entwicklung und Erprobung.
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Rezeptor- Rezeptor-
Bezeichnung Bezeichnung
spezifitat spezifitat
??
FR139317 IRL2500
TTA788 RES7011
PD155080 A192621
PD156707 K8794
SB234551 RES114491
L754142 Ro468443
BMS182874 TBC10894
A127722 ETA/ETs PD142893
TBC11251 TAK044
LU127043 A182086
LU135252 CGS27830
ABT627 (Atrasentan) L754142
BMS193884 LU224332
BSF208075 PD160672
1104132 PD160874
Ro61-1790 Ro462005
SPP301 Ro470203 (Bosentan)
TBC3711 SB209670
ZD1611 SB217242
PD176856 J104121
S0139 PD145065
T0201 R0610612
FR139317

Tabelle 5. ET-Rezeptorantagonisten (Maguire et al, 1995; Raschack et al,
1995; Burke et al, 1997; Miyauchi und Goto, 1999; Chow et al, 2002; Davenport
und Battistini, 2002)

28



Physiologie von Endothelin-1

Durch die Entwicklung von Knockout (-/-) Mausen, bei denen die
jeweiligen Gene fur ET-1 (Kurihara et al, 1994), ET-3 (Baynash et al,
1994), ETa und ETg (Hosoda et al, 1994; Clouthier et al, 1998)
ausgeschaltet wurden, konnten zahlreiche Erkenntnisse Uber die

funktionelle Bedeutung des endogenen ET im Kdrper gewonnen werden.

Von den erwahnten Mutanten ist die ET-1-/--Maus, die Kurihara und
Mitarbeiter 1994 erstmals beschrieben haben, die am ausfuhrlichsten
studierte (Kurihara et al, 1994). Die auffalligste Abnormitat dieser Tiere
ist deren gestérte Ausbildung der kraniofazialen Organe
(unterentwickelte Mandibula, Gaumen und Zunge sowie hypoplastische
Anlagen des auBeren Ohres und des Mittelohres), darlber hinaus sind
Schilddrise und Thymus bei diesen Mausen kleiner als bei den Wildtyp-
Mausen. Die homozygoten ET-1 (-/-) -Mause sterben unmittelbar nach
der Geburt auf Grund einer respiratorischen Insuffizienz durch die
Verengung der Trachea. Heterozygote ET-1 (-/-) -Mause zeigen
unerwarteter Weise einen leichten, aber signifikanten Anstieg des
arteriellen Blutdruckes (Kurihara et al, 1994), der nach zahlreichen
weiteren Experimenten verschiedener Gruppen durch eine Uberaktivitat
der sympathischen Vasokonstriktion erklart wird (Kuwaki et al, 1997).
Bei Mdausen denen das Gen flUr ETa ausgeschaltet wurde, zeigten sich
fast identische Abnormitaten (Clouthier et al, 1998), was darauf
hinweist, dass die flir eine normale embryonale Entwicklung nétige ET-1
Aktivitat uber ETa vermittelt wird.

Sowohl ETg als auch ET-3 (-/-) -Mause sind bei Geburt lebensfahig und
zeigen einen identischen Phanotyp, der durch eine fast vollstandige
Depigmentierung des Felles und durch ein Megakolon, auf Grund dessen
sie nach 2-8 Wochen sterben, charakterisiert ist (Baynash et al, 1994;
Hosoda et al, 1994). Untersuchungen an 2-3 Wochen alten ET-3 (-/-) -
Mdusen zeigten, dass auch ET-3, zumindest in den ersten

Lebensabschnitten, keinen Beitrag zur Beeinflussung des Blutdrucks
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leistet (Kuwaki et al, 2002).

Zusammengenommen zeigen diese Modelle, dass ET eine entscheidende
Rolle in der embryonalen Entwicklung und Morphogenese spielt, jedoch,
Uberraschender Weise, unter physiologischen Bedingungen nur einen
untergeordneten Beitrag zur Aufrechterhaltung eines normalen

Blutdruckes leistet.

Pathophysiologie von Endothelin-1

Bei verschiedenen Erkrankungen des Menschen und in zahlreichen
Tiermodellen pathologischer Zustande konnte bisher eine Beteiligung
von ET-1 nachgewiesen werden. Dabei ist die Rolle von ET-1 bei
Erkrankungen des kardiovaskularen Systems am besten dokumentiert

und durch zahlreiche experimentelle und klinische Studien belegt:

Herz-Kreislauf-System

Schon bei der Erstbeschreibung des Endothelins durch Yanagisawa und
Kollegen (Yanagisawa et al, 1988) wurde aufgrund der ausgepragten
vasokonstriktorischen Eigenschaften und der Beobachtung, dass ET-1
eine dauerhafte Erhéhung des Blutdruckes bewirkt, vermutet, dass ET-1
eine Rolle in der Aufrechterhaltung des GefaBtonus und des lokalen
Blutflusses spielt. In zahlreichen Studien wurde anschlieBend versucht,
die Beteiligung von ET-1 in der Entstehung und Aufrechterhaltung der
arteriellen Hypertonie zu klaren. Obwohl die bisherigen Experimente
und Studien widersprichliche Aussagen Uber die pathophysiologische
Funktion von ET-1 im Menschen machen (Benigni und Remuzzi, 1999),
konnte kirzlich in einer klinischen Studie an 293 Patienten mit
essentieller Hypertonie eine signifikante Abnahme des Blutdruckes
durch eine Behandlung mit Bosentan, einem gemischten ET-
Rezeptorantagonisten, beobachtet werden (Krum et al, 1998). Eine
weitere, klrzlich durchgefiihrte Studie an 213 Patienten mit pulmonaler

arterieller Hypertension zeigte ebenso eine signifikante Besserung der
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mit Bosentan behandelten Patienten (Rubin et a/, 2002). Die Ergebnisse
dieser  Studie flhrten zur ersten Zulassung eines ET-

Rezeptorantagonisten unter dem Namen Tracleer™.

Die Plasmakonzentrationen von ET-1 sind im Rahmen einer chronischen
Herzinsuffizienz erhéht und korrelieren sowohl beim Menschen als auch
in Tiermodellen mit dem AusmaB der Herzschadigung (Benigni und
Remuzzi, 1999; Miyauchi und Masaki, 1999). Insbesondere scheint die
durch ET-1 induzierte und aufrechterhaltene pulmonale Hypertension
fur eine chronische Herzinsuffizienz prognostisch entscheidend zu sein
(Sharma et al, 2000). Erste Ergebnisse aus einer multizentrischen
Studie (REACH-1) zeigen, dass Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz
unter Behandlung mit Bosentan eine symptomatische Besserung
erfahren und kldrzere sowie insgesamt seltenere
Krankenhausaufenthalte benétigen (Gray et al, 2000). Ebenso ist bei
akutem Herzinfarkt und instabiler Angina pectoris ein erhdhter ET-1
Plasmaspiegel festzustellen, der auch hier mit dem Schweregrad
korreliert. Der weitere Krankheitsverlauf scheint von der Konzentration
an ET-1 im Plasma abhangig zu sein, da Reinfarkte, Mortalitat und
Koronarspasmen bei hohen ET-1 Spiegel gehaufter auftreten als bei
niedrigen (Miyauchi et al, 1989; Mateo und Aleixandre de Artinano,
1997).

Nieren

Transgene, ET-1 Uberexprimierende Mause entwickeln Nierenzysten,
Glomerulosklerose und interstitielle Fibrose, die zu einer Abnahme der
glomerularen Filtrationsrate (GFR) fuhrt (Hocher et al, 1997). Darlber
hinaus zeigte sich in zahlreichen Tierversuchen an Modellen des akuten
Nierenversagens eine Beteiligung von ET-1 und durch verschiedene ET-
Antagonisten eine Besserung der GFR, erniedrigtes Serum Kreatinin,
verminderte renale Vasokonstriktion und eine erhdhte Natrium-
Rlckresorption (Bach et al, 1987; Mateo und Aleixandre de Artinano,

1997; Benigni und Remuzzi, 1999). Bei Patienten im akutem
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Nierenversagen wurden ebenfalls erhdhte ET-1 Plasmaspiegel
festgestellt (Tomita et al, 1989), klinische Studien stehen hier jedoch

noch aus.
Lunge

Endothelin-1 wird bei zahlreichen Erkrankungen der Lunge mit
verantwortlich gemacht. So finden sich z.B. im Serum von Patienten mit
einem Assthmaanfall deutlich erhéhte ET-1 Spiegel, die mit der Schwere
der Erkrankung korreliert sind. Weiterhin wird von einer wichtigen Rolle
von Endothelin-1 in so verschiedenen Erkrankungen wie Bronchiektasie,
Lungenfibrose, maligne Erkrankungen der Lunge und der oben bereits
ausfuhrlicher beschriebenen pulmonalen arteriellen Hypertonie

ausgegangen (Fagan et al, 2001).
Zerebrovaskulédre Erkrankungen

Bei Patienten mit einer Subarachnoidalblutung (SAB) sind, ebenso wie
in entsprechenden Tiermodellen, die Plasma- und Liquorspiegel von ET-
1 und ET-3 teilweise stark erhdht. Daher gibt es auch hier
therapeutische Bestrebungen durch eine Blockade der ET-Rezeptoren
eine Verbesserung der bisherigen Therapie zu erreichen. In einer ersten
Phase II Studie an 420 Patienten mit Subarachnoidalblutung wurde die
Wirksamkeit eines gemischten ET-Antagonist geprift, die jedoch noch

keine eindeutigen Ergebnisse erbrachte (Shaw et a/, 2000).

Auch Patienten mit ischamischem Schlaganfall entwickeln erhéhte ET-1
Werte im Blut, in Tierversuchen reduzierten ET-Rezeptorantagonisten
die Auswirkungen eines Schlaganfalles deutlich (Mateo und Aleixandre
de Artinano, 1997; Stjernquist, 1998; Benigni und Remuzzi, 1999), so

dass auch hier mit einer klinischen Prifung zu rechnen ist.
Haut

Seit langerem ist bekannt, dass Endothelin eine wichtige Rolle in der

Entwicklung, Ausreifung und Funktion von Melanozyten spielt (Hara et
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al, 1995; Reid et al, 1996; Yoshida et al, 1996). So ist es nicht
verwunderlich, dass in den letzten Jahre zahlreiche Berichte Uber eine
Beteiligung von ET und seinen Rezeptoren in pigmentierten
Hautldsionen wie einfachen Naevi Uber Lentigo senilis bis zum malignen
Melanom erschienen sind (Lahav et al, 1999; Demunter et al, 2001;
Kadono et al, 2001; Eberle et al, 2002). Weitere Krankheitsbilder der
Haut, bei denen eine Beteiligung von ET gezeigt werden konnte, sind
z.B. Psoriasis, bei der mit dem Schweregrad des Krankheitsbildes
korreliert deutlich erhbhte ET-1 Konzentrationen im  Serum
nachgewiesen werden konnten (Bonifati et a/, 1998) und Sklerodermie,
bei der ET-1 als Aktivator von Fibroblasten eine wichtige Role zu
zukommen scheint (Kahaleh, 1991; Shi-Wen et a/, 2001).

Endothelin-1 und Sepsis

Zahlreiche Studien in den letzten Jahren weisen darauf hin, dass ET-1
eine bislang unbekannte, wichtige Rolle in der Entziindungsreaktion bei
Sepsis spielt. Unterstutzt wird diese Ansicht durch verschiedene
Beobachtungen: Zum einen wird ET-1 sowohl in vitro als auch in vivo
durch TNFa (Maemura et al, 1992; Redl| et al, 1994; Ahn et al, 1998;
Kruse-Elliott et al/, 1998) oder Endotoxin (Sugiura et al, 1989; Lundblad
und Giercksky, 1995a) freigesetzt, die beide nachweislich eine
Schlisselrolle in der Pathogenese des septischen Schocks haben
(Murphy et al, 1998). Dariber hinaus wurden bei Sepsis in
Tierexperimenten und beim Menschen hohe ET-1 Konzentrationen im
Serum festgestellt, die mit dem AusmaB der Endotoxamie korrelierten
(Hirata et al, 1993; Takakuwa et al, 1994, Mitaka et al, 1998; Szalay et
al, 1998; Avontuur et al, 1999). In den Untersuchungen von Takakuwa
und Mitarbeitern lagen bei den Patienten, die an den Folgen der
Infektion verstarben, die Konzentrationen von ET-1 und TNFa im Blut
deutlich héher als bei der Gruppe der Uberlebenden (Takakuwa et al,
1994). Ratten mit einer durch CLP ausgeldsten septischen Peritonitis
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zeigen eine deutliche Zunahme der ET-1 Konzentrationen in der
Bauchhohle (Lundblad und Giercksky, 1995b).

Zusatzlich konnten durch ET-Rezeptorantagonisten eine Reihe von
Sepsis assoziierten pathologischen Zustanden gebessert werden. So
wurde beschrieben, dass ET-Rezeptorantagonisten im Rahmen eines
experimentellen septischen Schocks bei Hunden die Ausbildung von
metabolischer Azidose, Hypoxamie und renaler Dysfunktion verhindern
(Mitaka et al, 1998). Bei Ratten, die einer CLP unterzogen wurden,
erhdhen ET-Rezeptorantagonisten die kardiale Auswurfleistung und
verringern den systemischen GefaBwiderstand (Szalay et al/, 1998). Bei
Schweinen wird die Endotoxin-vermittelte pulmonale Hypertonie durch
ET-Rezeptorantagonisten deutlich gesenkt, das abfallende
Herzminutenvolumen steigt wieder an und der durch die Endotoxamie
ausgeloste pH Abfall wird verhindert (Oldner et al, 1998; Wanecek et al,
1999a; Wanecek et al, 1999b). Bei Mausen konnte gezeigt werden,
dass die durch Escherichia  coli-Endotoxin  hervorgerufenen
Schadigungen von Leber und Milz sowie die Abnahme des mesenterialen
Blutflusses durch den unselektiven ET-Rezeptorantagonisten Bosentan

vollkommen aufgehoben werden (Iskit et al, 1999).
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Mastzellen und Endothelin-1

1992 wurde erstmals berichtet, dass ET-1 bei Meerschweinchen die
Freisetzung von Histamin aus MZ induzieren kann (Uchida et al, 1992).
Im gleichen Jahr konnten Ehrenreich und Mitarbeiter nachweisen, dass
Mastzellen, die in vitro aus murinen Knochenmarkszellen gewonnen
worden waren (bone marrow derived cultured mast cells, BMCMC), und
verschiedene Mastzelllinien in der Lage sind, ET-1 zu produzieren, zu
speichern und freizusetzen (Ehrenreich et al, 1992). Zwei Jahre spater
zeigten Egger et al sowie Yamamura et al, dass ET-1 die Degranulation
von murinen BMCMC induzieren kann und dass diese Degranulation ETa-
Rezeptor vermittelt ist (Yamamura et al, 1994a; Egger et al, 1995). Im
gleichen Jahr konnten Yamamura et al an peritonealen MZ der Maus
zeigen, dass ET-1 zu den potentesten MZ-degranulierenden Substanzen
unter den bekannten MZ-Sekretagoga gehdért (Yamamura et a/, 1994b).
Klrzlich konnte gezeigt werden, dass auch MZ vom Mukosa-Typ durch
ET-1, Uber ET,, aktiviert werden und dadurch zu einer Schadigung der

Darmschleimhaut beitragen (Boros et al, 2002).

Immunhistologisch wurde in verschiedenen Arbeiten ET-1 in MZ
nachgewiesen. So sind im Magen-Darm-Trakt von Ratten nahezu alle
MZ im physiologischen Zustand ET-1 positiv (Liu et al, 1998), im
Rahmen von experimentellem Diabetes bei Ratten zeigen MZ in der
GefaBwand der A. mesenterica Immunreaktivitat fir ET-1 (Gilbert et al,
2000) wund beim Menschen wurde in chirurgisch entfernten
hyperplastischen, jedoch nicht in normalen Tonsillen ET-1 in MZ

nachgewiesen (Li et al, 1999).

Mastzellen, bzw. deren Mediatoren, scheinen dariber hinaus in
manchen Regionen des Kdrpers eine Rolle in der Umwandlung von Big
ET zu aktivem ET zu spielen. So zeigten Wypij und Kollegen, dass die

von MZ stammende Chymase in der perfundierten Rattenlunge in der
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Lage ist, Big ET zu ET-1 zu spalten, Nakano und Mitarbeiter bestatigten
diese Arbeit spater, indem sie zeigten, dass Chymase von humanen MZ
bestimmte Big ET zu Trachea-kontrahierendem, aktivem ET umwandeln
kann (Wypij et al, 1992; Nakano et al, 1997).
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MATERIAL UND METHODEN

Tiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden C57BL/6 Mause, sowie genetisch
Mastzell-defiziente WBB6F;-Kit"V/Kit"" Mause (im weiteren Kit"/Kit"""
genannt) und kongenitale normale WBB6F;-+/+ (Kit +/+) Mause
verwendet, die samtlich von Jackson Laboratories, Bar Harbour, ME,
USA erworben wurden. Die Kit"/Kit""V Mause weisen aufgrund einer
spontan aufgetretenen Doppelmutation des keinen funktionellen SCF-
Rezeptor auf. Das vorhanden sein von dieses Rezeptors ist jedoch
essentiell zur Ausbildung von MZ, so dass diese Tiere eine MZ-Defizienz

aufweisen (Nakano et al/, 1985).

Alle Mause wurden in Gemeinschafts-Versuchstierkafigen in den
Versuchstierstadllen des Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston,
MA, USA bei konstanten klimatischen Bedingungen unter einem 12 Std.
Tag-Nacht Zyklus gehalten. Alle tierexperimentellen Arbeiten erfolgten
mit Genehmigung der Ethikkomissionen der Harvard Universitat und des

Beth Israel Hospitals.

Induktion einer akuten septischen Peritonitis durch
Ligatur und Punktion des Blinddarms (Cecal ligation

and puncture, CLP)

Die Induktion einer septischen Peritonitis erfolgte mit Hilfe des von
Echtenacher et al etablierten Modells der Ligatur und Punktion des
Blinddarms (cecal ligation and puncture, CLP) (Echtenacher et al,

1996). Im Einzelnen wurde bei Mausen in tiefer Allgemeinnarkose das
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)

Abbildung 6. Schematische

Darstellung der Ligatur

Punktion des Blinddarms

und

Caecum durch einen 1-2 cm
langen Mittelbauchschnitt
freigelegt. Die distale Halfte wurde
ligiert und daraufhin mit einer 0,7
mm Kanlle durch eine einmalige
Punktion perforiert. AnschlieBend
wurde das Caecum in den
Bauchraum reponiert und die
Wunde mit 9 mm Stahlclips wieder

verschlossen (Abbildung 6).

Die Mause wurden daraufhin tUber
einen Zeitraum von bis zu 14
Tagen beobachtet und Morbiditat
und Mortalitdt wurden in kurzen
Zeitabstdnden dokumentiert.
Mause die eindeutig moribund
waren, wurden durch CO2
Inhalation getdtet. Um zu prufen,
ob ET-1 =zur Morbiditdt oder
Mortalitat einer CLP Dbeitragt,
wurden C57BL/6 Mause eine
Stunde vor CLP mit den
hochselektiven und -spezifischen
Antagonisten far die
Endothelinrezeptoren A (BQ-123)
oder B (BQ-788; beide von

Bachem, Bubendorf, Schweiz)

behandelt (100 nMol in 200 pl 0,9% NacCl). Diese Substanzen wurden in

dieser Arbeit verwendet, da Sie die im experimentellen Bereich am

haufigsten verwendeten Antagonisten sind (Warner et al, 1993;
Ishikawa et al, 1994; Lipa et al, 1999; Miyauchi und Goto, 1999).
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Messung von ET-1 und Bestimmung der MZ-Anzahl in

peritonealer Lavage nach CLP

Zur Bestimmung der ET-1 Konzentration in peritonealer Lavage wurden
Mause vor sowie 8, 16 oder 24 Stunden nach CLP durch CO, Inhalation
getotet. Die Bauchhaut wurde mit 70% Ethanol gewaschen, das
Peritoneum freigelegt und 2 ml sterile Kochsalzlésung sowie 8 ml Luft in
die Bauchhoéhle injiziert. Das Abdomen wurde flr etwa 3 min. massiert
und anschlieBend die peritoneale Fliissigkeit wieder abgezogen. In der
auf diese Weise gewonnenen Peritoneallavage wurden die Mastzellen
mittels Kimura Farbung, einer Farbeldésung bestehend aus Toluidinblau
(Serva, Heidelberg) und Saponin (Sigma) angefarbt (Kimura et al,
1973) und in einer Neubauerkammer gezahlt. Die Lavagefllssigkeit
wurde dann zentrifugiert und die ET-1 Konzentration im Uberstand mit
Hilfe eines ELISA-Kits fur Maus ET-1 (von Amersham, Arlington Heights,

IL, USA) nach Angaben des Herstellers gemessen.

MZ-Rekonstitution von M2z-defizienten KitV/Kit""

Mausen

MZ-defiziente Kit"V/Kit""V Mause wurden durch verschiedene Verfahren

mit MZ rekonstituiert:

1. Einige Kit"/Kit""V Mause (mannlich, 4-6 Wochen alt) wurden durch die
Injektion von Wachstumsfaktor-abhangigen, aus Knochenmark
stammenden, kultivierten Mastzellen (bone marrow derived cultured
mast cells, BMCMC) in die Bauchhoéhle lokal und selektiv
rekonstituiert. Auf diese Art rekonstituierte MZ verbleiben am Ort der
Rekonstitution (in diesem Fall der Bauchhdéhle) und reifen dort unter
dem Einfluss des lokalen Zytokinmilieus zu reifen MZ aus (Nakano et
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al, 1985). Hierfir wurden Zellen aus dem Knochenmark von +/+
Mausen gewonnen und in vitro in IL-3 haltigem, Concanavalin-A
stimuliertem Medium aus Zellen von Mausemilz kultiviert. Dieses
Verfahren hat eine Differenzierung der Zellen zu unreifen MZ zur
Folge. Mehr als 95% der kultivierten Zellen zeigen nach 4-5 Wochen
phanotypische Charakteristika von MZ (Metachromasie der
zytoplasmatischen Granula nach Farbung mit Toluidinblau). Jeweils
1,0 x 10° dieser MZ in 200 pl HMEM-Pipes (Hank’s minimal essential
medium (Wershil et al, 1992)) oder HMEM-Pipes alleine wurden
daraufhin intraperitoneal injiziert. 6 Monate nach dem Transfer der
kultivierten MZ wurden diese M&use gemeinsam mit KitV/Kit"""
Mausen und Kit +/+ Mausen gleichen Alters und Geschlechts fir

Experimente verwendet.

. Andere Kit"/Kit""" Mause erhielten peritoneale Zellsuspensionen von
Kit +/+ Mausen i.p. injiziert, die pro Maus ca. 200.000 peritoneale MZ
enthielten. Als Kontrolltiere zu diesen Mausen wurden in den
Experimenten KitV/Kit""Y Mause verwendet, denen peritoneale
Zellsuspensionen aus MZ-defizienten Kit"/Kit""” M&usen injiziert

wurden.

. In einer weiteren Gruppe wurde wie unter 2. vorgegangen, jedoch
wurden die peritonealen Zellsuspensionen 30 min. vor dem Transfer
entweder mit Vehikel oder dem Membran permeablen Ca®*-Chelator
BAPTA-AM (von Molecular Probes, Eugene, OR, USA) vorbehandelt.
Die Behandlung mit BAPTA-AM inhibiert in vitro vollstandig die durch
ET-1 induzierte Degranulation von PMZ der Maus (Yamamura et al,
1994b), da durch diese Behandlung die Ca®"-abhangige
Signaltransduktion verhindert wird, ohne dabei die MZ selber zu

aktivieren oder Rezeptoren zu besetzen.
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Messung der durch ET-1 induzierten Mastzell-

Degranulation

Peritoneale MZ (PMZ) wurden von C57BL/6 Mdausen (weiblich, 20-25g,
6-8 Wochen) mittels peritonealer Lavage gewonnen. Die Mause wurden
durch CO,-Begasung getdétet und anschlieBend 2 ml sterile
Kochsalzlésung und 8 ml Luft in die Bauchhdhle injiziert. Die peritoneale
LavageflUssigkeit wurde nach ca. dreiminitiger Massage des Abdomens
wiedergewonnen. Durch Farbung nach Kimura wurde der
durchschnittliche prozentuale Anteil an Mastzellen in der peritonealen
Zellsuspension festgestellt, der 1-3% betrug. Um angereicherte PMZ
Suspensionen zu erhalten, wurde die Lavageflissigkeit mit Hilfe eines
22-23%igen Metrizamide (Accurate Chemical and Science Corp.,
Westbury, NY, USA) Gradienten (Enerback und Svensson, 1980)
aufgereinigt. Diese aufgereinigten Mastzellsuspensionen wurden vor der
Stimulation in “Standard Medium” (DMEM angereichert mit 10% hitze-
inaktiviertem fetalem Rinderserum, 2mM L-Glutamin und 50 pM B-
Mercaptoethanol) Uber Nacht bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Der
Anteil an Mastzellen in dieser angereicherten Losung betrug >90%, die
Viabilitéat der Zellen wurde durch AusschluB in der Trypanblau Farbung
festgestellt und betrug sowohl in der unaufgereinigten wie auch in der

aufgereinigten Suspension >95%.

Die Degranulation von Mastzellen nach Stimulation wurde durch die
Messung der Freisetzung von Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) wie
folgt nachgewiesen. Die Zellen wurden in Standard Medium mit Tritium-
markiertem Serotonin ([?H]5-HT, von New England Nuclear, Boston,
MA, USA) flr 2 Std. bei 37°C vorinkubiert, in dieser Zeit nehmen die
Mastzellen das Serotonin auf und speichern es in Granula (Boesiger et

al, 1998). AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen drei mal
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gewaschen um Uberschlissige Radioaktivitat zu entfernen, so dass das
verbliebene radioaktive Serotonin ausschlieBlich in den MZ-Granula
gespeichert ist. Daraufhin wurden die Zellsuspensionen fur 15 min bei
37°C unterschiedlichen Konzentrationen von ET-1 (Sigma, St. Louis,
MO, USA), dem selektiven ETa-Rezeptorantagonisten BQ-123, dem
selektiven ETg-Rezeptorantagonisten BQ-788 (beide von Bachem, King
of Prussia, PA, USA), dem ETa /ETg-Antagonisten PD 142893 (von
Sigma, St. Louis, MO, USA), dem Calcium Ionophor A23187 (als
Positivkontrolle; von Sigma St. Louis, MO, USA) oder 107’M ET-1
zusammen mit unterschiedlichen Konzentrationen von BQ-123, BQ-788
oder PD142893 ausgesetzt. Durch eine Degranulation wird das [*H]5-HT
aus den Granula der MZ freigesetzt und wird dann, ebenso wie das in
den Zellen verbliebene Serotonin, im durch Zentrifugation gewonnenen
Uberstand mittels Szintillationszdhlung gemessen (Boesiger et al,
1998).

Die prozentuale Serotoninfreisetzung wurde dann anhand folgender
Formel errechnet: % 5-HT-Freisetzung = [ ([°H]5-HT im Uberstand) /
([*H]5-HT im Uberstand + zelluldres [*H]5-HT) ] x 100. Die fir die
jeweilige Substanz spezifische Serotoninfreisetzung wurde ermittelt,
indem die spontane, Vehikel-induzierte Serotoninfreisetzung (3-5% in

allen Experimenten) vom Ergebnis subtrahiert wurde.

In vivo Behandlung mit ET-1

Zuerst wurde die basale Koérpertemperatur von jedem Tier mit Hilfe
eines Rektalthermometers (Physitemp, Harvard Apparatus, Holliston,
MA, USA) festgestellt. AnschlieBend wurde den Tieren entweder Vehikel
(300pl sterile Kochsalzlésung mit 0,1% Rinderserum Albumin), ET-1 (1
nmol), BQ-123 (100 nmol) oder BQ-788 (100 nmol) i.p. injiziert. In

anderen Experimenten wurde vor einer ET-1 Injektion (1 nmol) in die
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Bauchhdéhle BQ-123 (100 nmol) oder BQ-788 (100 nmol) injiziert. Im
Verlauf von 3 Std. wurde regelmaBig die Temperatur, der Beginn und
die Dauer der Diarrhd protokolliert. Weiterhin wurde die Mortalitat
innerhalb der ersten 24 Stunden in kurzen Zeitabstanden (1-2 Std.)
nach Injektion dokumentiert. Zur Bestimmung der Anzahl granulierter
Mastzellen in der peritonealen Lavageflissigkeit (PLF) wvon
unbehandelten Mausen sowie von ET-1 (1 nmol) behandelten Mausen
denen entweder Vehikel oder BQ-123 (100 nmol) vor ET-1 Applikation
i.p. injiziert wurde, wurden eine Stunde nach ET-1 Injektion Cytospins
der PLF angefertigt, mit May-Grinwald-Giemsa (Sigma) gefarbt und

anschlieBend morphologisch ausgewertet.

Feststellung der Biodistribution von ET-1 nach i.p.

Injektion

Die M&use erhielten i.p. Injektionen von '?°I-ET-1 (0,2 pmol in 200yl
sterilem NaCl; Amersham) sowie nicht-radioaktivem ET-1 (1 nmol in
300 pl sterilem NaCl). 30 min spater wurde das Blut gewonnen und die
Mduse getdtet. Es wurde eine Lavage der Bauchhdhle (wie bereits
beschrieben) durchgeflihrt und Lunge, Herz, Nieren, Leber, Intestinum,
Kolon, Milz, Augen, Mesenterium und Gehirn gewogen, homogenisiert
und in 1 ml H,O suspendiert. Das Plasma (100 pl), die peritoneale
LavageflUssigkeit (2 ml) und die homogenisierten Organe wurden dann
in  einem Gammazahler gemessen. Samtliche Versuche mit
Radioaktivitat wurden mit den entsprechenden Genehmigungen der
1ZSI

Harvard Universitat und des Beth Israel Hospitals in einem flr

zugelassenen Isotopenlabor durchgefihrt.
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Statistische Analysen

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte nach folgenden statistischen
Methoden:

Die Signifikanz der Unterschiede in den Uberlebensraten nach CLP
wurde durch den Mantel-Cox Test festgestellt. Die Unterschiede in den
Anteilen der Mause, die infolge der ET-1 Injektion Diarrhd entwickelten
oder starben, wurden mit Hilfe des exakten Fisher Tests ermittelt. Alle
anderen Daten wurden auf ihre statistische Signifikanz mittels des

zweiseitigen Student t-Test fir ungebundene Stichproben geprift.

Eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (probability value [p] von p<
0,001 wurde als hoch signifikant, ein p< 0,05 als signifikant und ein p>
0,05 als nicht signifikant angesehen. Alle Daten werden als Mittelwert +
SE dargestellt.
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ERGEBNISSE

ET-1 tragt zur Mortalitat bei akuter septischer

Peritonitis bei.

Die Mortalitat durch bakterielle Peritonitis in C57BL/6 Mausen nach
Ligatur und Punktion des Caecum (cecal ligation and puncture, CLP)
konnte durch die vorhergehende i.p. Injektion des selektiven ETs-
Antagonisten BQ-788 (100 nmol in 200 pl steriler, 0,9 %iger
Kochsalzlésung, eine Stunde vor CLP) deutlich gesenkt werden
(Diagramm 1 A, C). Ebenso konnten, wenn auch in geringerem
AusmalB, Mause durch eine Vorbehandlung mit dem selektiven ETa-
Antagonisten BQ-123 vor den Auswirkungen der CLP geschitzt werden
(100 nmol in 200 pl Kochsalzlésung, eine Stunde vor CLP) (Diagramm
1 B, D). Der protektive Effekt der jeweiligen Substanzen machte sich
bei alteren Tieren (11-12 Monate, Diagramm 1 C, D) starker
bemerkbar als bei jingeren (6-8 Wochen, Diagramm 1 A, B). Dies
resultiert vermutlich daraus, dass altere Mause gegenuber der mit CLP

assoziierten Mortalitat resistenter sind als junge (Maurer et al, 1998).
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6-8 Wochen alte Mause, behandelt mit:
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100 11-12 Wochen alte Mause, behandelt mit:
907 O Vehikel (6/1)
;@ 80 ® BQ-788 (7/1)
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100 11-12 Wochen alte Mause, behandelt mit:
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Diagramm 1. Pharmakologischer Nachweis, dass ET-1 zur Mortalitat nach
Ligatur und Punktion des Caecums (cecal ligation and puncture, CLP)
beitragt. Dargestellt sind der Prozentsatz Uberlebender Mause (C57BL/6;
mannlich; A, B: 6-8 Wochen alt, C, D: 11-12 Wochen alt) nach CLP (50 %ige
Ligatur, einmalige Punktion) die eine Stunde vor CLP eine einmalige Injektion des
selektiven ETg Antagonisten BQ-788 (100 nmol in 200 pl Kochsalzlésung), des
selektiven ETa Antagonisten BQ-123 (100 nmol in 200 pl Kochsalzlésung) oder
von Vehikel (ausschlieRlich 200ul Kochsalzlésung) bekamen. Die Anzahl der
verwendeten Tiere und die Anzahl der durchgefluhrten Experimente sind in

Klammern angegeben.
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Peritoneale ET-1 Konzentrationen nach CLP sind in
Mastzell-defizienten Kit"V/Kit"V"Y Mausen hoher als in

den Kit +/+ Mausen.

An Ratten konnte bereits gezeigt werden, dass nach Induktion einer
septischen Peritonitis die ET-1 Konzentrationen in der Bauchhoéhle
deutlich ansteigen (Lundblad und Giercksky, 1995b). Um dies auch flr
das hier verwendete Mausmodell zu bestdtigen wurden die ET-1
Konzentrationen in der peritonelaen Lavageflissigkeit von C57BL/6
Mdusen 8, 16 und 24 Stunden nach Induktion einer septischen
Peritonitis mittels ELISA gemessen. Nach der Durchfihrung der CLP
stiegen, ausgehend von einer Kontrollmessung vor CLP, die
Konzentrationen von ET-1 in der peritonealen Lavagefliissigkeit (PLF)
nach 8 Std. um das 11-fache, nach 16 Std. um das 22-fache und nach
24 Std. um das 32-fache an (Diagramm 2A). Diese deutliche Erh6hung
der ET-1-Spiegel korrespondiert mit den Zeichen der zunehmenden
Morbiditat bei den Dbetroffenen Tieren (Diarrh6d, Piloerektion,

Hypothermie, abnehmende Aktivitat).

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass MZ-defiziente Kit"V/Kit"""
Mduse an den Folgen einer CLP versterben, normale Kit +/+ Mause
jedoch nicht oder nur in einem geringerem AusmaB (Echtenacher et al,
1996). Um zu prifen, ob die protektive Funktion der MZ in diesem
Zusammenhang durch eine Neutralisierung von ET-1 vermittelt wird,
wurden zundchst MZ-defiziente Kit"/Kit""V Mause und Wildtypkontrollen
(Kit +/+) einer CLP unterzogen und die ET-1 Konzentration in der
peritonealen Lavage nach 16 Stunden mittels ELISA gemessen. Dabei
fand sich bei Kit"/Kit"" M&usen eine etwa 2,7-fach héhere
Konzentration an ET-1 als bei Kit +/+ Mausen (Diagramm 2B). Die
héheren ET-1-Spiegel der Kit"/Kit""Y M&use reflektieren, zumindest
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teilweise, die fehlenden peritonealen MZ (PMZ) dieser Tiere, da
Kit"/Kit""V Méause, die durch eine einmalige i.p. Injektion peritonealer
Zellen aus Kit +/+ M&usen (mit 2 x 10> MZ pro Maus) rekonstituiert
wurden, signifikant niedrigere ET-1 Werte in der peritonealen
Lavageflissigkeit 16 Std. nach CLP aufwiesen als die MZ-defizienten
Kit"/Kit""" Mause (Diagramm 2B).
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Diagramm 2. Die intraperitonealen ET-1 Konzentrationen sind in der

Abwesenheit von Mastzellen erhoht.

A ET-1 Spiegel in der peritonealen Lavageflissigkeit von C57BL/6 Mausen
(mannlich, 6-8 Wochen alt) steigen nach CLP (50%ige Ligatur, einmalige
Punktion) an. Die Daten sind zusammengefaldt aus 2 unabhangigen Experimenten
(n = 8 pro Zeitpunkt). ** = p < 0,005, *** = p < 0,001, verglichen mit den Baseline
Werten.

B MZ-defiziente Kit"/Kit" Méuse weisen nach CLP sowohl im Vergleich zu
Wildtyp (Kit +/+) als auch zu Kit"/Kit"* Mausen, denen eine Stunde vor CLP
peritoneale Zellsuspensionen (jeweils mit 200 000 PMZ pro Maus) von Kit +/+ i.p.
injiziert wurden, hdohere ET-1 Spiegel in der peritonealen Lavageflissigkeit auf.
Die Daten sind zusammengefaldt aus 3 unabhangigen Experimenten (Anzahl der
Tiere sind in der jeweiligen Saule angegeben). * = p < 0,05, *** = p < 0,001, im

Vergleich zu den Kit"/Kit"" Mausen.
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ET-1 Injektionen in die Bauchhohle fithren bei Mastzell-
defizienten Kit"/Kit"", aber nicht bei normalen Kit

+/+ Mausen zu Hypothermie, Diarrho und Tod.

Neben ET-1 spielen verschiedene weitere Mediatoren in dem durch CLP
verursachten KrankheitsprozeB3 eine Rolle. Um die Fahigkeit von ET-1, in
der Anwesenheit oder Abwesenheit von Mastzellen in vivo
Krankheitszeichen zu produzieren, genauer zu erfassen, wurde als
nachstes die Reaktion MZ-defizienter Kit"V/Kit""" Mause sowie normaler
(Kit +/+) Mause auf eine einmalige ET-1 Injektion (1 nmol in 200 pl
NaCl, i.p.) untersucht. Wahrend samtliche Kit"/Kit""’ M&use einen
dramatischen Abfall der Kérpertemperatur zeigten, wies keine der Kit
+/+ Mausen eine Hypothermie auf (Diagramm 3). Dariber hinaus
entwickelten 15 von 16 Kit"/Kit""" Médusen (= 94%), aber keine der Kit
+/+ Mause, durchschnittlich 30-40 min nach der ET-1 Gabe Diarrh6. 11
von 16 (= 69%) der Kit"/Kit""” Mausen starben innerhalb von 24 Std.
nach der ET-1 Injektion, wahrend alle Kit +/+ Mause die Behandlung

Uberlebten (Diagramm 3).

Um zu prifen, ob die erhéhte Morbiditdt und Mortalitdt von Kit"V/Kit"""
Mausen nach CLP durch das Fehlen von PMZ in diesen Tiere verursacht
ist, wurden Kit"/Kit""" M&use selektiv und lokal mit MZ rekonstituiert.
Dies ist notwendig, da es theoretisch denkbar ist, dass die erhdhte
Morbiditédt und Mortalitdt der Kit"/Kit"" M&use nach ET-1 Injektion
nicht aufgrund ihres Mangels an MZ zustande kommt, sondern eventuell
andere, durch die c-kit Mutation entstandene Ursachen hat. Um diese
Méglichkeit auszuschlieBen, wurde KitV/Kit""Y Mé&usen i.p. ET-1
verabreicht, nachdem ein Teil der Tiere durch die intraperitoneale Gabe
von BMCMC hinsichtlich ihrer Defizienz an peritonealen MZ repariert
wurde. Diese Rekonstitution der Kit"/Kit""V Mause resultierte in einem

komplettem Schutz vor der durch ET-1 induzierten Morbiditat und
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Mortalitdt. Keine der MZ-rekonstituierten Kit"/Kit""V Mause entwickelte

Diarrhd, Hypothermie oder starb (Diagramm 3).

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Anwesenheit von MZ
dringend erforderlich ist, um vor der durch Endothelin-1 vermittelten

Morbiditat und Mortalitat zu schitzen.
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Zeit nach ET-1 Injektion (in Minuten)
A 0O 10 20 30 40 50 60 75 90 120 150 180

Temperaturverdnderung (in °C)

@ Kit +/+
10| @ KitY/Kit" + BMCMC +
. YA HHk
O Kit"/KitW-v o~
-12-
B
M3 it Diarthd p-Wert vs. iberlebende M3 p-Wert vs.
ause mit Diarrho Kit W /Kt W Uberlebende Mause Kit W /Kt W
Kit +/+ 0 von 10 < 0,001 10/ 10 < 0,001
KitW/Kit"W + BMCMC Own5 < 0,001 5/5 =0,012
Kit W /Kit W 15 von 16 - 5/16 -

Abbildung 3. Durch die Anwesenheit von peritonealen MZ (PMZ) werden

Mause vor der Morbiditit und Mortalitait nach i.p. Injektion von ET-1
geschutzt.

A Veranderung der Rektaltemperatur im Anschluf® an eine i.p. Injektion von ET-
1 (1nmol in 200ul Kochsalzlésung) in Wildtyp (Kit +/+) Mause, MZ-defiziente
Kit"/Kit"" Mause und Kit"/Kit" Mause die i.p. mit in vitro gewonnenen MZ aus
Zellen des Knochenmarks von Kit +/+ Mausen rekonstituiert wurden (Kit"/Kit"" +
BMCMC). Die Daten sind zusammengefaldt aus 3 unabhangigen Experimenten. *

=p < 0,05, *** = p < 0,001, verglichen mit den entsprechenden Werten flr die Kit
+/+ Mause.

B Anzahl der Mause die pro Genotyp verwendet wurden und Haufigkeit des
Auftretens von Diarrh6 und Anzahl der verstorbenen Tiere.
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Mastzellen missen degranulieren konnen, um vor ET-1

induzierter Morbiditat und Mortalitat zu schutzen.

Um zu klaren, wie peritoneale MZ (PMZ) in der Lage sind, die ET-1
induzierte Toxizitdt zu verringern, wurde als nachstes versucht,
Kit"/Kit""" M&use vor der durch ET-1 induzierten Morbiditat und
Mortalitat zu schutzen. Dazu wurden frisch isolierte PMZ von +/+
M&usen ersatzweise in die Bauchhdhle von Kit"/Kit"" M&usen

transferiert.

Kit"/Kit"Y M&use, denen eine peritoneale Zellsuspension mit 2x10> MZ
pro Maus intraperitoneal injiziert wurde, zeigten praktisch keine
Reaktion auf eine anschlieBende Gabe von ET-1, wohingegen die mit
Vehikel behandelten Kit"/Kit""V M&use wiederum mit den selben
Symptomen reagierten wie unbehandelte Kit"/Kit"" Mause nach ET-1
Injektion; sie entwickelten Hypothermie (alle Mdause), Diarrh6é (7 von 8
Médusen, = 88%) und starben (5 von 8 Mdusen, = 63%). Wenn jedoch
die peritonealen Zellsuspensionen vor Injektion in die Peritonealhdhle
der KitV/Kit" M&ause mit dem Membran permeablen Ca*-Chelator
BAPTA-AM vorbehandelt wurden, war der vorher beobachtete protektive
Effekt der ersatzweise transferierten PMZ stark reduziert (Diagramm
4). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass MZ nicht durch ein
~Abfangen" des freien Endothelins (durch Bindung an Rezeptoren auf
der MZ-Oberflache) zu einer Reduktion der Toxizitat beitragen, sondern
dass es erforderlich ist, dass MZ aktiviert werden um einen protektiven

Effekt zu vermitteln.

Uber BAPTA-AM wurde berichtet, dass es die Histaminfreisetzung von
PMZ der Maus nach Stimulation mit ET-1 unterbindet (Yamamura et al,
1994b). Diese Ergebnisse konnten hier bestatigt werden. In einer
eigenen Versuchsreihe zeigten mit BAPTA-AM behandelte PMZ nach der

Stimulation mit 10°M ET-1 eine spezifische Serotoninfreisetzung von
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0%, Vehikel behandelte Mastzellen jedoch 64% (p<0,001; Daten
grafisch nicht dargestelit).
Zeit nach ET-1 Injektion (in Minuten)
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Diagramm 4. Die Aktivierung von PMZ schitzt vor Morbiditat und
Mortalitat nach i.p. Injektion von ET-1.

A ET-1 induzierte Veranderung der Rektaltemperatur (1 nmol ET-1 in 200l
Kochsalzldsung i.p.) in drei verschiedenen Gruppen von Kit"/Kit"* Mausen: Zwei
Gruppen wurden peritoneale Zellsuspensionen (mit 200.000 PMZ/Maus) i.p.
injiziert, die vorher jeweils entweder mit Vehikel (Kit"/Kit"" + PMZ) oder mit dem
Ca®* Chelator BAPTA-AM (Kit"/Kit"" + BAPTA-PMZ, 50 pM fir 30 Min zur
Inhibition der MZ Degranulation) behandelt wurden. Der dritten Gruppe von
Kit"/Kit""" Mausen wurde ausschlieRlich Vehikel injiziert (Kit"/Kit"" + Vehikel). Die
Daten sind zusammengefal’t aus 3 unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05, ***
= p < 0,001, verglichen mit den entsprechenden Werten fiir Kit"/Kit"" + PMZ
Mause. ©* = p < 0,05, " = p < 0,001, verglichen mit den entsprechenden Werten
fiir Kit"/Kit""" + Vehikel Mause.

B Anzahl der Mause die pro Genotyp verwendet wurden und Haufigkeit des

Auftretens von Diarrhd und Anzahl der verstorbenen Tiere.
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ET-1 induziert Mastzelldegranulation durch den ETa

Rezeptor.

Die bisher gezeigten Daten weisen daraufhin, dass der schltzende
Effekt der PMZ bei der durch ET-1 induzierten Toxizitat davon abhangig
ist, dass die MZ aktiviert und damit ihre Mediatoren freigesetzt werden
kénnen. Im Einklang mit dieser Hypothese und als Bestatigung einer
bereits publizierten Studie (Yamamura et al, 1994b) konnte gezeigt
werden, dass eine Stimulation mit ET-1 selbst in niedrigen
Konzentrationen von 108M die Degranulation von unaufgereinigten und
hoch aufgereinigten (>90%), aus C57BL/6 Mausen gewonnenen, PMZ
Suspensionen (Diagramm 5A) induzierte, erkennbar an den erhdhten
Konzentrationen von Serotonin im Uberstand der Zellen. Durch den
hoch selektiven ETa Antagonisten BQ-123 konnte die durch 10”’M ET-1
ausgeldste Serotoninfreisetzung aus unaufgereinigten peritonealen MZ
um 98% verringert werden (Diagramm 5B). Eine Vorbehandlung mit
dem nicht selektiven ETAa/ETs Antagonisten PD142893 zeigte einen fast
identischen inhibitorischen Effekt auf die Degranulation (Diagramm
5D), wohingegen der hoch selektive ETg Antagonist BQ-788 die

Serotoninfreisetzung in geringerem AusmaB inhibierte (Diagramm 5C).
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Diagramm 5. ET-1 induziert die Freisetzung von Serotonin aus
peritonealen Mastzellen der Maus durch die Aktivierung von

Endothelinrezeptoren.

A unaufgereinigte und aufgereinigte PMZ wurden mit den angegebenen
Konzentrationen von ET-1 oder mit A23187 (10"°M) stimuliert. Die Ergebnisse sind
aus drei voneinander unabhangigen Experimenten zusammengefaldt. Die
verwendeten Zellen wurden durch peritoneale Lavage aus C57BL/6 Mausen
gewonnen, fir 2 Std. mit *H-5-Hydroxytryptamin (*H-Serotonin) inkubiert und
anschlielend fir 15 Min. mit den angegebenen Konzentrationen stimuliert. *= p<
0,05, **= p< 0,01, ***= p< 0,001, im Vergleich mit Vehikel behandelten Zellen.

B-D Die durch ET-1 (107 M ) induzierte Freisetzung von Serotonin wird durch
Antagonisierung der Endothelinrezeptoren ETa (mit BQ-123, in B), ETg (mit BQ-
788, in C) und durch einen unspezifischen Antagonisten (PD142893, in D)
unterbunden. *= p< 0,05, ***= p< 0,001, im Vergleich zu Vehikel-behandelten
Zellen. Alle Daten in A-D sind als spezifische Serotoninfreisetzung angegeben, die

Spontanfreisetzung betrug 3-5% in allen Experimenten.
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Der ETai-Rezeptorantagonist BQ-123 verhindert den
Mastzell-abhdngigen Schutz vor ET-1 vermittelter

Toxizitat durch Inhibition der MZ Degranulation.

Um festzustellen, ob die Hemmung der Mastzellaktivierung durch ETa
die Anfalligkeit der normalen Mause gegenltber der durch ET-1
verursachten Morbiditat verandern kann, wurden Kit +/+ Mause vor
einer intraperitonealen Gabe von ET-1 mit dem selektiven ETa
Antagonisten BQ-123 behandelt. Als Ergebnis zeigte sich, dass alle mit
BQ-123 vorbehandelten Mause nach der ET-1 Injektion eine
ausgepragte Hypothermie entwickelten, die mit Vehikel behandelten
Kontrolltiere jedoch nur einen vorlibergehenden leichten, statistisch
nicht signifikanten, Abfall der Kérpertemperatur aufwiesen (Diagramm
6A).

Dabei zeigte sich auch bei der morphologischen Analyse der
Peritoneallavage eine Stunde nach ET-1 Injektion, dass BQ-123 die
durch ET-1 induzierte MZ Degranulation in Kit +/+ Mausen beeinfluBte
(Diagramm 7). In Kit"/Kit"" Mé&usen hat BQ-123 nicht zu einer
weiteren, durch ET-1 verursachten Abnahme der Koérpertemperatur
gefiihrt (Diagramm 6B). Der Effekt von ET-1 auf Kit"/Kit""’ Mause,
deren Mangel an MZ mit BMCMC behoben wurde, nach Vorbehandlung
mit Vehikel oder BQ-123 war jedoch praktisch identisch mit dem bei Kit
+/+ Mausen beobachteten (Diagramm 6C). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Fahigkeit des ETa Antagonisten, die durch i.p. Injektion von ET-
1 induzierte Morbiditat zu verstarken, zumindest zum Teil seine Ursache

in der Beeinflussung der MZ-Aktivierbarkeit hat.
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Diagramm 6. Die Fahigkeit der peritonealen Mastzellen, die Toxizitat von

ET-1 zu verringern, basiert auf der Expression von ETa.

A-C: Dargestellt ist die Veranderung der Rektaltemperatur von Mausen, denen
ET-1 (1 nmol in 200 pl Kochsalzlésung, i.p.) injiziert wurde, nachdem sie eine
einmalige i.p. Injektion des ETa-Antagonisten BQ-123 (100 nmol in 200 pl
Kochsalzlésung) erhalten hatten. **= p< 0,005, ***= p< 0,001, verglichen mit den

entsprechenden Werten fir Vehikel-behandelte Mause.

A Kit +/+ Mause. Diarrhd wurde nur bei BQ-123 vorbehandelten (n=15), nicht
jedoch bei Vehikel behandelten (n=12) Mausen beobachtet. Die Daten sind

zusammengefal’t aus 5 unabhangigen Experimenten.

B MZ-defiziente Kit"/Kit"" Mause. Keine der Vehikel (n=7) und keine der BQ-
123 (n=5) behandelten Mause entwickelte Diarrhé. Die Daten stammen aus 2

unabhangigen Experimenten.

C MZ-rekonstituierte Kit"/Kit"* Mause (Kit"/Kit""" + BMCMC). Nur mit BQ-123
(n=7), nicht jedoch mit Vehikel vorbehandelte (n=7) Mause entwickelten Diarrhd.

Die Daten stammen aus 2 unabhangigen Experimenten.
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Diagramm 7. Morphologischer Nachweis in der Peritoneallavage eine
Stunde nach ET-1 Injektion, dass die durch ET-1 induzierte MZ Degranulation
in Kit +/+ Mausen durch BQ-123 beeinfluBt wird. Mastzellen wurden in mit May-
Grunwald-Giemsa gefarbten Cytospins aus der Lavage von unbehandelten
Mausen (n=8, aus 5 Experimenten), sowie von ET-1 behandelten (1 nmol) mit
vorheriger Injektion von Vehikel oder BQ-123 (100nmol) (n=4 pro Gruppe, aus 2
Experimenten) gezahlt. *= p< 0,05, ***= p< 0,001.
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Mastzellen konnen zu einer schnelleren Elimination von

ET-1 aus der Bauchhohle beitragen.

Da aktivierte peritoneale MZ eine Vielzahl von potenten vasoaktiven
Mediatoren freisetzen, die die Durchlassigkeit von GefaBen in der
Bauchhdhle erhéhen kénnen, stellte sich die Frage, ob die durch ET-1
induzierte  Degranulation der MZ die Neutralisierung von

intraperitonealem ET-1 beeinfluBt kdnnte.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde in die Bauchhéhle von Kit +/+,
Kit"/Kit""v sowie rekonstituierten Kit"/Kit""V Mausen '?’I-ET-1 injiziert,
und anschlieBend die Konzentrationen des radioaktiv markierten ET-1 in
der Bauchhohle, dem Blut und verschiedenen Organen gemessen. Im
Vergleich zu Kit +/+, bzw. rekonstituierten Kit"/Kit""" Mausen wiesen
die Kit"/Kit"" M&ause 30 min. nach der ET-1 Gabe eine um das 6,5-
fache, bzw. 8,4-fache hoéhere Konzentration an ET-1 in der
Peritonealhdhle auf, wahrend die Konzentrationen im Plasma und im
Gewebe extraperitonealer Organe (Gehirn, Augen, Herz, Lunge und
Nieren) in Kit +/+, sowie in rekonstituierten Kit"/Kit""V Mé&usen
signifikant héher waren, als bei den Kit"/Kit"" M&usen (Diagramm 8).
Diese Daten weisen darauf hin, dass die Aktivierung von MZ durch ET-1
zu einer erhéhten Clearance des ET-1 aus der Bauchhohle beitragt und

damit zu einer Reduktion der Toxizitat fuhrt.
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Diagramm 8. Die Clearance von ET-1 aus der Bauchhohle von Mausen ist
MZ-abhangig.

A-C Durch I'"®-ET-1 verursachte cpm in (A) Plasma und peritonealer
Lavageflussigkeit (PLF), (B) extraperitonealen Organen und (C) intraperitonealen
Organen von Kit +/+ Mausen, MZ-defizienten Kit"/Kit"" sowie MZ-rekonstituierten
Kit"/Kit" + BMCMC Mausen 30 Min. nach der i.p. Injektion von I'*-ET-1 (0,2
pmol, zusammen mit 1nmol nicht markiertes ET-1 in 400 pyl Kochsalzlosung). Die
Daten wurden aus 3 unabhangigen Experimenten zusammengefal’t (n= 3-4 pro
Gruppe). *= p< 0,05, **= p< 0,005, ***= p< 0,001, verglichen mit den

entsprechenden Werten fiir Kit"/Kit""" Mause.
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DISKUSSION

Zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre weisen darauf hin, dass ET-1 in
der Pathogenese der septischen Peritonitis eine wichtige Rolle spielt
(Lundblad und Giercksky, 1995b; Oldner et al, 1998; Avontuur et al,
1999; Wanecek et al, 1999b). Welche Faktoren die Toxizitat und
Verteilung dieses endogenen Sepsismediators ausmachen, ist bisher nur
unzureichend geklart. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass C57BL/6 Mause
durch eine Vorbehandlung mit BQ-788, einem selektiven ETg
Antagonisten, und in geringerem MaBe auch mit dem selektiven ETa
Antagonisten BQ-123 eine signifikant héhere Uberlebensrate nach CLP
aufweisen (Diagramm 1). Gleichzeitig kann gezeigt werden, dass die
Konzentrationen von intraperitonealem ET-1 im Rahmen der durch CLP
ausgelosten akuten septischen Peritonitis bei Mausen stark erhéht sind
(Diagramm 2). Diese Erkenntnisse sind im Einklang mit Ergebnissen aus
Studien an Ratten, die beschreiben, dass eine CLP induzierte septische
Peritonitis mit einer deutlichen Erhéhung der ET-1 Werte in der
Bauchhdéhle einhergeht (Lundblad und Giercksky, 1995b) und dass eine
Behandlung mit ET-1 Rezeptorantagonisten die mit einer CLP
assoziierten hamodynamischen Stérungen bei diesen Tieren verbessern
kann (Szalay et al, 1998).

Aus verschiedenen Grinden konnte man annehmen, dass MZ die durch
ET-1 verursachte Pathologie mit unterstlitzen: 1.) aktivierte MZ setzen
frih groBe Mengen an TNFoa frei (Gordon und Galli, 1990), einem
Zytokin, dass sehr potent die Bildung von ET-1 induzieren kann
(Klemm et al, 1995); 2.) ET-1 kann MZ aktivieren und damit eine
Freisetzung von Mediatoren bewirken (Yamamura et al, 1994b) und 3.)
sind MZ selber ein Ursprungsort von ET-1 (Ehrenreich et al/, 1992). Hier
jedoch kann gezeigt werden, dass Kit"/Kit""" Méause, die einen Mangel

an MZ aufweisen und auch deutlich anfédlliger sind fur die potentiell
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letalen Effekte der CLP (Echtenacher et al, 1996), nach CLP im Vergleich
zu normalen Kit+/+ Mausen einen starkeren Anstieg der peritonealen
ET-1 Konzentrationen aufweisen. Da Kit"/Kit""V Ma&use, die mit
peritonealen Zellsuspensionen aus Kit+/+ Mausen (mit jeweils ca.
200.000 MZ pro Maus) rekonstituiert wurden, im Vergleich zu Kit"/Kit"
Y Mausen ohne MZ signifikant niedrigere ET-1 Werte in der peritonealen
Lavageflissigkeit aufwiesen, kdénnen die erhdhten Werte bei den
Kit"/Kit" Mausen, zumindest zum Teil, deren MZ-Defizienz
zugeschrieben werden. Diese Resultate fihrten zu der Vermutung, dass
die Reduktion der Konzentration an ET-1 in der Bauchhdhle einen
madglichen Mechanismus des MZ-vermittelten Schutzes vor Mortalitat
nach CLP darstellt.

Um zu ermitteln, ob die Toxizitat von ET-1 in der Abwesenheit von MZ
erhdht ist, wurden sowohl MzZ-defiziente KitV/Kit"", als auch
kongenitale normale Kit+/+ Mause intraperitoneal mit ET-1 injiziert.
Praktisch alle Kit"/Kit""Y M&use entwickelten eine Hypothermie und
Diarrhé (Symptome, die man typischer Weise nach einer CLP
beobachten kann), und 11 von 16 Mause starben innerhalb von 24 Std.
nach Applikation des ET-1, wohingegen keine einzige der Kit+/+ Mause
Krankheitszeichen aufwies (Diagramm 3). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass MZ eine zentrale Rolle im Schutz vor ET-1 vermittelter

Toxizitat spielen.

Kit"/Kit""V Mause weisen neben ihrer Defizienz an MZ weitere
Abweichungen gegenliber normalen Kit+/+ Mausen auf. Sie sind leicht
anamisch, ihnen fehlen Melanozyten und sie sind unfruchtbar (Galli und
Kitamura, 1987). Obwohl die bisherigen Ergebnisse bereits darauf
hinweisen, dass die Anwesenheit von MZ dringlich erforderlich ist, um
erhdohte Konzentrationen von intraperitonealem ET-1 bei einer
bakteriellen Peritonitis zu Uberleben, ist es theoretisch mdglich, dass in
den Kit"/Kit""" Mausen andere, durch die Kit Mutation entstandene

Defekte als der Mangel an MZ fir diese Resultate verantwortlich sind.
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Daher erhielten Kit"/Kit" Mause, deren MZ-Defizienz 6 Monate vor den
Experimenten durch die Gabe von unreifen MZ, die aus dem
Knochenmark von Kit +/+ Mausen gewonnen und in vitro kultiviert
wurden (bone marrow derived cultured mast cells, BMCMC), behoben
wurde, eine i.p. Injektion von ET-1. Diese lokale und selektive
Rekonstitution mit BMCMC fluhrte zu einem vollkommenen Schutz der
Kit"/Kit""" Méause vor der durch ET-1 vermittelten Morbiditdt und
Mortalitat (Diagramm 3). Dies zeigt, dass der Widerstand der Kit+/+
Mause gegen die durch ET-1 vermittelte Toxizitat grdBtenteils, wenn

nicht sogar vollstandig, MZ abhangig ist.

Um in Erfahrung zu bringen, durch welchen Mechanismus MZ die durch
ET-1 induzierte Toxizitat verringern kdénnen, wurde eine Substanz
gesucht, die die Degranulation von MZ moéglichst komplett inhibiert,
ohne jedoch Rezeptoren auf der Mastzelloberflache zu besetzen. Diese
Kriterien werden von BAPTA-AM, einem Membran permeablen Ca®*-
Chelator, erflllt. Peritoneale Zellsuspensionen, die vor einer Stimulation
mit 10°M ET-1 mit BAPTA-AM vorbehandelt wurden, zeigten keine
spezifische Serotoninfreisetzung im Gegensatz zu ET-1 stimulierten,
Vehikel behandelten Kontrollzellen, die eine spezifische
Serotoninfreisetzung von 64% aufwiesen (p<0,001), diese Daten
bestatigen vorausgehende Arbeiten von Yamamura et a/ (Yamamura et
al, 1994b). Da diese Vorbehandlung mit BAPTA-AM jedoch nur ex vivo
erfolgen kann erfordert dies eine anschliessende lokale Rekonstitution
mit frisch isolierten peritonealen MZ (PMZ). Daher wurde zuerst
versucht Kit"/Kit""V Mause vor der ET-1-assoziierten Morbiditadt und
Mortalitat zu schutzen, indem sie mit frisch aus Kit+/+ Mausen
gewonnenen PMZ rekonstituiert wurden. Nachdem die Kit"/Kit"V"" Mause
mit peritonealen Zellsuspensionen (die ca. 200.000 MZ pro Maus
beinhalten) i.p. rekonstituiert wurden, zeigten sie, wie zu erwarten,
praktisch keine Reaktion auf eine darauffolgende i.p. Gabe von ET-1.

Die nur mit Vehikel behandelten Kit"V/Kit"" M&use wiesen im Gegensatz

72



dazu wiederum Hypothermie und Diarrhé auf, und mehr als die Halfte
der Tiere starben. MZ-defiziente Mause kdnnen also auch durch den
Transfer von frisch isolierten PMZ vor ET-1-assoziierten Morbiditat und
Mortalitat schitzen. Wurden jedoch die peritonealen Zellsuspensionen,
bevor sie in die Bauchohle injiziert wurden, mit dem Ca®*-Chelator
BAPTA-AM behandelt, und damit die ET-1-induzierte Degranulation der
MZ verhindert, war die schitzende Funktion der MZ nach ET-1 Injektion

deutlich herabgesetzt (Diagramm 4).

Die Ergebnisse dieser Versuche weisen darauf hin, dass MZ vor den
schadlichen Auswirkungen von ET-1 schitzen kdénnen, indem sie

aktiviert werden und dadurch ihre Mediatoren freisetzen.

Folgende Beobachtungen unterstlitzen diese Hypothese: 1) Die
Stimulation peritonealer MZ durch ET-1 fuhrt zu einer Degranulation
(Yamamura et al, 1994b). 2) Dieser Effekt kann durch BQ-123, einem
selektiven ETa Antagonisten, supprimiert werden (Yamamura et al,
1994b). 3) Wir konnten zeigen, dass unaufgereinigte und aufgereinigte
PMZ der Maus nach Stimulation mit ET-1-Konzentrationen von bis zu
10 M degranulieren und Serotonin freisetzen. Dieser Effekt konnte
durch BQ-123 praktisch vollkommen blockiert werden. Zusatzlich
konnte in derselben Konzentration allerdings auch durch den selektiven
ETs Antagonisten BQ-788 eine, wenn auch geringere, Inhibition der
Degranulation und Serotoninfreisetzung beobachtet werden, wahrend
der gemischte ETA/ETs Antagonist PD142893 genauso wie BQ-123 eine
komplette Inhibition bewirkte (Diagramm 5). ET-1 stellt also einen
hochpotenten MZ-Aktivator dar, der seine Wirkung Uber spezifische

Rezeptoren auf MZ vermittelt.

Ausgehend von diesen Beobachtungen stellte sich die Frage, ob bei

normalen Mausen in vivo durch eine ETa Blockade, und der daraus

resultierenden Hemmung der Aktivierung der PMZ, die Anfalligkeit flr

ET-1 verursachte Morbiditat verandert werden kann. Dazu wurden

Kit+/+ Mause vor einer i.p. Injektion von ET-1 mit BQ-123
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vorbehandelt. Alle so behandelten Mause entwickelten eine ausgepragte
Hypothermie, ebenso wie eine identisch behandelte Gruppe von
Kit"/Kit""V M&usen, die mit BMCMC rekonstituiert wurden (Diagramm
6). Durch die Gabe des ETa Antagonisten steigt also die durch ET-1
Injektion induzierte Morbiditat und diese Auswirkung des Antagonisten

wird, zumindest teilweise, durch seinen Effekt auf MZ vermittelt.

Erst in den letzten Jahren stellte sich heraus, dass MZ eine wichtige
Rolle in der natirlichen Immunitat spielen. Durch welche Mechanismen
MZ im Rahmen der angeborenen Immunitat zur Immunabwehr
beitragen, ist bisher noch weitestgehend unbekannt. Erste Hinweise auf
madgliche Mechanismen sind jedoch bereits beschrieben: Prodeus et al
zeigten, dass die beeintrachtigte Aktivierung von MZ bei Mausen, denen
das Komplement C3 fehlt, im Gegensatz zu +/+ Madusen, die eine
normale Aktivierung der PMZ nach CLP aufweisen, mit reduzierten
Konzentrationen an TNFa, einer geringeren Invasion von neutrophilen
Granulozyten und der Zunahme der Sterblichkeitsrate nach CLP
korreliert (Prodeus et al, 1997).

Ebenso wurde bei Mac-1-defizienten Mausen, deren Anzahl an PMZ
deutlich reduziert ist, ein signifikanter Anstieg der Sterblichkeitsrate
nach CLP beschrieben, der mit einer deutlich héheren Bakterienlast
einher ging (Rosenkranz et al, 1998). Malaviya et al beschrieben bei
MZ-defizienten Kit"/Kit""Y M&usen eine verringerte Elimination von i.p.
applizierten Bakterien bei einer geringeren Invasion von neutrophilen
Granulozyten in Folge der fehlenden TNFa Freisetzung aus MZ (Malaviya
et al, 1996). Kurzlich konnte die gleiche Gruppe an Mausen nachweisen,
dass auch aus MZ stammende Leukotriene zur Immunabwehr im
Rahmen einer septischen Peritonitis beitragen, indem sie zu einer
schnellen Invasion von neutrophilen Granulozyten fihren und damit zu
der Elimination der Bakterien im Entziindungsgebiet beitragen (Malaviya
und Abraham, 2000).

Die gunstigen Effekte der MZ Aktivierung bei einer septischen Peritonitis
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kdnnten jedoch ebenso die Elimination von lokal produzierten und
freigesetzten septischen Mediatoren wie z.B. ET-1 beinhalten
(“Elimination durch Inflammation”). Um festzustellen ob PMZ in der
Lage sind, zu einer Reduktion von hohen Konzentrationen an ET-1 in
der Bauchhdhle beizutragen, wurde ET-1 gemeinsam mit iodiniertem
ET-1 als Tracer in die Bauchhéhle von Kit"/Kit"", mit BMCMC
rekonstituierten Kit"/Kit""” und Kit+/+ Mausen injiziert und die
Konzentration an radioaktiv markiertem ET-1 in der Peritoneallavage,
dem Plasma sowie in intra- und extraperitonealen Organen bestimmt.
Bei der anschlieBenden Messung der Radioaktivitat 30 Min. nach
Injektion des ET-1 <zeigte sich, dass in der peritonealen
Lavageflissigkeit der MZ-defizienten Kit"/Kit""V M&use noch immer sehr
hohe Konzentrationen von ET-1 vorhanden waren, wohingegen bei den
Kit+/+ Mausen und den mit BMCMC rekonstituierten Kit"/Kit""" M&usen
sich das in die Bauchhdhle injizierte ET-1 im ganzen Ko&rper verteilte
(Diagramm 8). Die Anwesenheit von MZ fihrt also dazu, dass die lokal
sehr hohen Konzentrationen an ET-1 deutlich reduziert werden, indem
es zu Organen transportiert wird, in denen ET-1 inaktiviert und entsorgt

wird.

In friheren Studien wurde bereits darauf hingewiesen, dass PMZ durch
die Vermittlung einer TNFa abhangigen Entzindungsreaktion zu einer
verbesserten Uberlebensrate nach CLP beitragen kénnen (Echtenacher
et al, 1996; Malaviya et al, 1996) und dass in diesem Rahmen eine
Aktivierung des Komplements notwendig ist, um einen normalen Grad
der PMZ Degranulation und TNFa Produktion und Freisetzung zu
erreichen (Prodeus et al, 1997). In spateren Studien an TNFa-Knockout
Mausen konnte gezeigt werden, dass durch eine Behandlung mit SCF,
einem MZ-Wachstumsfaktor, auch eine verbesserte Uberlebensrate
erreicht wird. Dies weist darauf hin, dass Mastzellen durch weitere, von

TNFa weitgehend unabhangige Mechanismen zu einer verbesserten
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Uberlebensrate beitragen kénnen (Maurer et al, 1998).

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass ein Mechanismus,
durch den die MZ zum Schutz bei CLP beitragen, die Regulierung der
lokalen ET-1 Konzentrationen darstellt. Es wird gezeigt, dass erhdhte
ET-1 Konzentrationen bei Mausen zu der Sterblichkeit bei septischer
Peritonitis beitragen koénnen und dass die Aktivierung von MZ im
Bauchraum ET-1 von der Stelle der Entziindung eliminiert und dadurch
die durch ET-1 induzierte Morbiditat und Mortalitat reduziert.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse weisen auf einen mdglichen neuen
Mechanismus hin, durch den MZ die Immunabwehr unterstiitzen
kdnnen: Durch die Regulation lokaler Konzentrationen toxischer,
endogener Mediatoren. Diese Erkenntnisse erweitern das Verstandnis
der Vorgange bei der septischen Peritonitis und liefern neue Theorien
Uber die protektive Rolle von MZ in der Regulierung endogener
toxischer Mediatoren. Die hier vorgebrachten Nachweise Uber die
Beteiligung von ET-1 im Rahmen der bakteriellen Peritonitis und der
madglichen Beeinflussung der potentiell letalen Effekte durch MZ, regen
neue therapeutische Konzepte der septischen Peritonitis an. Zum einen
bestatigen sie die Notwendigkeit einer intensiven Prifung therapeutisch
nutzbarer ET-Rezeptorantagonisten in der Behandlung von Sepsis, zum
anderen lassen sie Uber neue therapeutische Verfahren spekulieren, bei
denen die Beeinflussung der MZ im Vordergrund steht. Inwieweit man
die Schutzfunktion der MZ in diesem Zusammenhang beim Menschen
therapeutisch nutzen kann, bedarf ebenso weiterer Untersuchungen,
wie die Frage ob und inwieweit MZ in der Lage sind, die pathologischen
Auswirkungen anderer endogener Mediatoren zu beeinflussen und falls
ja, wie sie genau zur erhdhten Clearance dieser potentiell toxischen

Substanzen beitragen.
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ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass
Endothelin-1 (ET-1) eine wichtige Rolle im Rahmen bakterieller Sepsis
spielt. Gleichzeitig gibt es immer mehr Hinweise, dass Mastzellen (MZ) -
neben ihrer weit bekannten Funktion als Vermittler allergischer
Reaktionen - zur Aufrechterhaltung der natlrlichen Immunitat gegen
Bakterien beitragen. In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal
anhand eines etablierten Mausmodells der septischen Peritonitis (durch
Ligatur und Punktion des Caecums, CLP) der Frage nachgegangen,
welche Rolle peritonealen MZ in der Regulation der durch ET-1-

induzierten Morbiditat und Mortalitat zukommt.

Im experimentellen Teil der Arbeit wird zunachst der Nachweis erbracht,
dass ET-1 zur Mortalitat nach CLP beitragt. Durch Versuche an MZ-
defizienten Kit"/Kit""V M&usen wird weiterhin gezeigt, dass MZ,
zumindest zum Teil, vor der ET-1 induzierten Morbiditat und Mortalitat
schitzen. Diese Funktion erfillen die MZ durch eine verstarkte
Elimination von ET-1 aus der Bauchhdhle und einer damit

einhergehenden Reduktion der lokalen toxischen ET-1 Konzentrationen.

In dieser Arbeit wird erstmals ein madglicher neuer Mechanismus
aufgezeigt, durch den MZ zur Immunabwehr beitragen kénnen: Durch
die Regulation lokaler Konzentrationen eines toxischen, endogenen
Mediators. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die Beteiligung von
ET-1 bei septischer Peritonitis und weisen erstmals darauf hin, dass MZ
in der Regulation der ET-1 vermittelten Morbiditat und Mortalitat eine

protektive Rolle spielen.
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