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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: Bei chronischer Herzinsuffizienz (CHI) kdnnte bakterielle Translokation
vom Darmlumen aus in das portale Stromgebiet vorkommen und als Konsequenz
daraus kénnte Endotoxin (LPS) die Freisetzung von Tumornekrosefaktor a (TNF-a)
auslosen. In dieser Studie wurden bei Patienten mit CHI die Darmwand-Permeabilitat
(DP) und Indikatoren intestinaler Ischamie untersucht. Deren Beziehung zu den
Plasmakonzentrationen von LPS, TNF-qa, Iéslichem Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1
und 2 (sTNF-R1/2) und Interleukin-6 (IL-6) sollte ermittelt werden. AuRerdem wurde
eine Methode Uberprift, um den 6dematdsen Status der Patienten zu bewerten.
Methoden: Bei 25 Patienten mit CHI (akut 6dematds 14, klinisch stabil 11) und 8
Kontrollen wurde die DP mit Hilfe der Ausscheidung von Melibiose, L-Rhamnose sowie
Sukralose und intestinale Ischdmie durch D-Xylose und 3-O-Methyl-D-Glukose
(Carrier-vermittelt) im Urin bestimmt und in Beziehung zur Plasmakonzentration von
LPS, TNF-a, sTNF-R1/2 und IL-6 gesetzt. Fir die Messung der Kérperimpedanz zur
Odembewertung wurde ein Korperfett-Analysegerat verwendet.

Ergebnisse: Odemat6se Patienten hatten die hdchsten Plasmakonzentrationen an
LPS (p = 0,0008), TNF-a (p = 0,002) und sTNF-R1/2 (p < 0,0001; p = 0,0002). Die
Ausscheidung von D-Xylose und 3-O-Methyl-D-Glukose im Urin war am geringsten bei
Patienten mit Odemen (p = 0,006; p = 0,0001), was auf intestinale Ischamie hinweist.
Unabhangig von Alter und Kreatinin-Clearance wurde eine negative Korrelation der
Serumkonzentrationen von TNF-a und sTNF-R1 mit der Urinausscheidung von 3-O-
Methyl-D-Glukose (p = 0,008; p = 0,005) bzw. von D-Xylose (p = 0,015; p = 0,001)
festgestellt. Die Kérperimpedanz lag bei dekompensierten Patienten am niedrigsten
(p = 0,0042; ANOVA) und kénnte als quantitatives MaR fiir Uberwasserung dienen.
Schluf3folgerungen: Carrier-vermittelter Saccharidtransport als Marker fir intestinale
Ischamie war bei 6dematdsen Patienten mit CHI signifikant vermindert und korrelierte
invers mit den Plasmakonzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen sowie
deren Rezeptoren. Intestinale Ischamie konnte bei einigen Patienten mit CHI zu
Immunaktivierung flihren. Die LPS-Konzentration lag bei den édematésen Patienten
am hochsten und korrelierte mit TNF-a und sTNF-R1, nicht aber mit IL-6, was einen

unterschiedlichen Induktionsmechanismus fur verschiedene Zytokine vermuten laft.

Astler, Veronika: Endotoxin in der chronischen Herzinsuffizienz: Beziehung zur
intestinalen Permeabilitdt und Immunaktivierung.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 56 Seiten, 2001
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1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz (HI) bezeichnet die Unfahigkeit des Herzens, das vom
Organismus bendtigte Herzzeitvolumen trotz ausreichenden vendsen
Blutangebots bei normalem enddiastolischen Ventrikeldruck zu fordern und
stellt damit eine fur die Bedurfnisse der Organperfusion unzureichende kardiale
Pumpleistung dar. Als verminderte korperliche Belastbarkeit aufgrund einer
ventrikularen Funktionsstérung wird die HI von der Weltgesundheits-
organisation definiert, und ist ein klinisches Syndrom unterschiedlicher

Atiologie, das viele Organsysteme in Mitleidenschaft ziehen kann.

1.1.1 Inzidenz und Pravalenz

Die Inzidenzdaten sind limitiert, gehen aber jahrlich von 1 bis 5
Neuerkrankungen je 1000 Einwohner aus, einer Angabe, die sich allerdings bei
Menschen ab 75 Jahren auf mehr als 30 Falle je 1000 Einwohner erhdht. In
der Allgemeinbevolkerung reicht die Pravalenz der HI von 3 bis 20 Individuen je
1000 Einwohner mit einem Anstieg auf 80 bis 160 Erkrankten auf 1000
Einwohner bei einem Alter ab 75 Jahren (15, 19). Diese Daten zeigen einen
deutlichen Einflu des Alters auf die Haufigkeit der HI, was als ,doubling-by-
decade“-Effekt, also Verdopplung pro Lebensjahrzehnt, in der Framingham
Studie bezeichnet wird (39).

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Pravalenz der HI bei jungeren wie
alteren Menschen erhoht. Der Grund daflr kénnten Fortschritte in der sekun-
daren Pravention sein. Zum Beispiel fuhrt die verbesserte Behandlung nach
einem Myokardinfarkt moglicherweise zu einem Anstieg der Pravalenz der Hl,
da die Therapie ihren groRten EinfluR auf das Uberleben der Patienten hat,
welche ein erhdhtes Risiko zur Entwicklung einer HI haben (16). In bis zu 50%
der Falle tritt die HI als direkte Konsequenz des ersten Myokardinfarktes auf,

und in manchen Fallen handelt es sich gleich um ein schweres Herzversagen (44).
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Hypertonie und koronare Herzkrankheit stellen mit etwa 90 % der Falle die
Hauptursachen fur chronische Herzinsuffizienz (CHI) dar. Obwohl die auf die
koronare Herzkrankheit zurickzufuhrende Mortalitat in den letzten 20-30
Jahren in den westlichen Landern abgenommen hat (7, 35), bleibt die HI ein
wichtiges und zunehmendes Problem der Gesundheit in unserer Gesellschaft
(27, 30, 46, 57).

Mit Ausnahme des Bronchialkarzinoms hat die HI mit etwa 25% eine
schlechtere 5-Jahres-Uberlebensrate als die vier meist vorkommenden
malignen Tumoren bei Mannern und Frauen (89), woraus man schliel3en kann,
dall die heutigen Behandlungsmallinahmen der HI offensichtlich nicht
ausreichend sind, das Problem dieser Erkrankung zu fassen. Auch konnte
noch keine effiziente Therapie gefunden werden, welche praventiv gegentber
der Progression der HI wirkt. Fur die meisten Patienten mit linksventrikularer
Funktionsstorung sind nur Diuretika, ACE-Hemmer, AT-1-Blocker und [-
Blocker, bevorzugt in Kombination, eindeutig von therapeutischem Nutzen (16).
Bisher galt die Allograft-Herztransplantation als die effektivste Malinahme bei
der Behandlung von fortgeschrittener HI, aber die zur Verfugung stehenden

Spenderorgane sind limitiert (88).

1.1.2 Pathomechanismus der Herzinsuffizienz

Verschiedene Konzepte wurden vorgeschlagen, den zugrundeliegenden
pathophysiologischen Mechanismus der CHI zu ergrinden (1, 18, 72, 85). Die
Erkenntnis, dall die meRBbare hamodynamische Stdérung nicht allein die
klinischen Merkmale der HI erklaren kann, fuhrte zu der Suche nach anderen
pathophysiologischen Prozessen, einschlieBlich der Immunaktivierung, der
Zytokinfreisetzung, der neuroendokrinen Einflisse, dem programmierten

Zelltod (Apoptose) und dem ventrikularen Remodelling.
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1.1.3 Endotoxin und Proinflammatorische Zytokine

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dal® unterschiedliche Erkrankungen
des Herzens, wie zum Beispiel Kardiomyopathie, Myokarditis und
Herzinsuffizienz bei den Patienten mit einer ErhOhung von Plasmaspiegeln
proinflammatorischer Zytokine einhergehen (31, 34, 48, 53). Erhdhte
Plasmakonzentrationen einiger Zytokine und deren Rezeptoren stehen bei der
CHI mit einer gesteigerten Mortalitat im Zusammenhang (22, 77).

Bei Patienten mit CHI ist die periphere endotheliale Funktion gestort (24) und
steht im Zusammenhang mit dem Grad der Freisetzung von
Entzindungszytokinen. Es konnte bereits eine inverse Beziehung zwischen
der Spitzendurchblutung im Bein und der Plasmakonzentration von
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) dargestellt werden, was einen Einflud dieses
proinflammatorischen Zytokins auf die Pathophysiologie der CHI vermuten IaRt
(3). Die Ursache der erhdhten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
bei CHI-Patienten konnte bisher nicht hinreichend geklart werden. In der
Sepsisforschung vermutet man Endotoxin als einen urspringlichen Induktor fur
die Produktion von TNF-a (12, 20, 74). Bei Kindern mit angeborenem
Herzfehler wurden in einer neueren Studie erhohte Endotoxin-Spiegel
festgestellt, welche postoperativ mit einem negativen klinischen Ergebnis im
Zusammenhang standen (47). Moglich ware, dal® die Immunaktivierung in der

CHI sekundar zu einer Endotoxin-Aktion auftritt.

1876 erschien ein Bericht Uber Fieber von Burion-Sanderson, welcher das
Vorhandensein von Fieber-produzierenden Substanzen in verfaultem Fleisch
beobachtet hatte, die zum ersten Mal ,Pyrogene“ genannt wurden. Der Begriff
,Endotoxin“ wurde erstmals 1892 in Deutschland von Richard Pfeiffer benutzt,
welcher herausfand, da® der die Cholera auslésende Organismus, Vibrio
cholerae, ein Hitze-stabiles Toxin produzierte (5).

Als Endotoxine werden Lipopolysaccharide bezeichnet, die in der aul3eren
Schicht der aufleren Membran von gramnegativen Bakterien verankert sind
(Abbildung 1).
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Abbildung 1. Vereinfachtes Modell der Hiille eines gramnegativen
Bakteriums (E. coli).

Die Darstellung gilt im Prinzip auch fur andere gramnegative Bakterien. In der
aulBeren Membran ist das Lipopolysaccharid verankert, welches auch als
Endotoxin bezeichnet wird. Es besteht aus dem Lipid A, dem Kernpoly-
saccharid (Core) sowie der O-spezifischen Polysaccharidkette.
Entnommen aus: ,Medizinische Mikrobiologie®; F. H. Kayser, K. A. Bienz, J. Eckert,
R. M. Zinkernagel; 10. Auflage, Georg Thieme Verlag; Stuttgart; 2001; S. 164

Endotoxine sind hochmolekulare Komplexe, die beim Zerfall von
gramnegativen Bakterien freigesetzt werden, bestehend aus dem Lipid A, dem
Kernpolysaccharid (Core) sowie der O-spezifischen Polysaccharidkette. Die
toxische Wirkung ist an das Lipid A gekoppelt. Wird Lipid A im Wirts-
organismus freigesetzt, stimuliert es die Bildung von Mediatoren, die klinisch
die Endotoxin-Symptomatik bedingen. Wird viel Endotoxin freigesetzt, so kann
es zum septischen Schock (Endotoxinschock) kommen (40). Als Eintrittspforte
fur Endotoxin in das Blutgefalsystem kommen unter anderem erdffnete
Regionen des Gastrointestinaltraktes mit hoher Keimdichte, des Respirations-

traktes, des Urogenitalsystems sowie der Haut in Betracht (13).
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1.1.4 Bakterielle Translokation

Der Begriff ,bakterielle Translokation® wurde erstmalig von Wolochow et al.
1966 erwahnt, um die Passage von Bakterien durch die Darmwand zu
beschreiben (102). Die Arbeitsgruppe von Fine demonstrierte in den flnfziger
und beginnenden sechziger Jahren die Moglichkeit der Bakterien und des
Endotoxins den Darm zu verlassen, das Retikuloendotheliale System zu
uberwinden und Sepsis oder einen irreversiblen Schock auszulésen (28, 36,
84). Diese wichtigen Untersuchungen wurden nicht fortgesetzt, und das
Konzept des Darmes als Reservoir fur portale oder systemische Bakteriamie
und Endotoxamie nicht weiter verfolgt. Nach fast 20 Jahren lie® man dieses
Konzept wieder aufleben, basierend auf verschiedenen epidemiologischen
Studien, die dokumentierten, dal® der Darm ein klinisch wichtiges Reservoir fur
Bakterien und Pilze ist, und somit in der Lage, lebensbedrohliche systemische

Infektionen zu verursachen (92, 100).

Anker et al. (2) stellten fur Patienten mit CHI die Hypothese auf, dal}, ausgelost
durch mesenteriale Venenstauung infolge der Dekompensation der Erkrankung
und allgemeiner Odembildung, die Darmwand-Permeabilitat (DP) erhéht ist.
Dies konnte zu einer verstarkten bakteriellen Translokation durch die
Darmwand fuhren und dann eine Immunaktivierung zur Folge haben, die man
bei schwerer CHI beobachten kann (Abbildung 2).

Indirekte Unterstlitzung bekam diese Hypothese durch eine Studie von
Niebauer et al. (64), die aufzeigte, da® 6dematose Patienten mit CHI hohere
systemische Endotoxin- (LPS) Konzentrationen haben als nicht-6dematdse
Patienten. Durch Diuretika-Therapie konnte der LPS-Spiegel reduziert werden,
was mdoglicherweise auf eine Verminderung der ddematdsen Stauung in der

Darmwand zuruckzufiihren ist.
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Chronische
Herzinsuffizienz

Mesenteriale
Venenstauung

Intestinale
bakterielle
Translokation

Endotoxin-
Freisetzung
von Bakterien

Immunaktivierung
TNF- a- Erhéhung

Abbildung 2. Hypothetische Sequenz von Ereignissen, die zur
Immunaktivierung bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz fihren.
Entnommen aus: Anker et al., The American Journal of Cardiology; 79 (1997);
1426 — 1430

Das Intestinum macht etwa 75 % des Immungewebes des gesamten Korpers
aus und ist eine wichtige immunologische Barriere (94). LPS konnte durch
bakterielle Translokation in die Zirkulation gelangen, was auf eine erhdhte

intestinale Permeabilitat durch Unterbrechungen in der Barrierefunktion der
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Darmwand zuruckzufuhren sein konnte oder moglicherweise ein Ergebnis des
Darmwand-Odems aufgrund vendser Stauung ware.

In einer Studie zur naheren Klarung der moglichen Quelle der Endotoxinamie
bei dekompensierten Patienten mit CHI wurden die Serum-Konzentrationen von
TNF-a und LPS bestimmt. Hierbei erfolgte die Blutabnahme jeweils aus der
Lebervene, aus der Pulmonalarterie und aus dem linken Ventrikel der Patienten
im Stadium der akuten kardialen Kongestion. Die Auswertung zeigte, dal} sich
die Plasmakonzentrationen von TNF-a und LPS in der Pulmonalarterie nicht
signifikant von denen im linken Ventrikel unterschieden. Allerdings waren die
Konzentrationen in der Lebervene signifikant erhoht (82). Dies fuhrt zu einer
weiteren Unterstlutzung der Hypothese, dald auch bei schwerer Herzinsuffizienz
Endotoxin Uber den Darm in den Blutstrom gelangt. Da keine Unterschiede der
Plasmakonzentrationen von LPS und TNF-a zwischen der Pulmonalarterie und
dem linken Ventrikel festgestellt werden konnten, treten Zweifel daran auf, ob
uberhaupt das Herz (95) oder die Lunge Hauptquelle der systemischen
Erhéhung von LPS und dem proinflammatorischen Zytokin bei Patienten mit

CHI sein kdonnten.

1.1.5 Darmwand-Permeabilitat

Bestimmungen der Darmwand-Permeabilitat haben in anderen Gebieten der
Medizin bereits breite Anwendung gefunden, um entweder klinisch am
Menschen (9, 10, 61, 62) oder im experimentellen Tiermodel (32, 33, 75)
gastrointestinale Schadigungen zu ermitteln, sowie um die Effekte von
verschiedenen Pharmaka auf den Darm zu untersuchen. Veranderungen der
intestinalen Zellintegritdt kdnnen in vivo nichtinvasiv durch Messen der
Urinausscheidung unterschiedlicher oral verabreichter Testsubstanzen von
Sacchariden bestimmt werden (8).

Nach aorto-koronarem Venenbypass wurde eine reversible Verschlechterung
des transzellularen Saccharidtransportes im Dunndarm festgestellt (41, 55),
was wahrscheinlich auf die interventionsinduzierte Hypoperfusion der Mukosa,

z.B. bei Ischamie; zuruckzufuhren ist (70).
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Erst vor kurzem konnte auch die Dickdarm-Permeabilitat unproblematisch
gemessen werden (58). Da die Disaccharidproben durch die bakterielle Flora
im Kolon gespalten werden, muf3te man andere Substanzen finden, die im
Dickdarm bestandig sind. Zur Anwendung kommen entweder Poly-
ethylenglykol oder 51Chrom-Ethylendiamintetraazetat (51Cr-EDTA) (37, 71).
Leider treten hier weitere Komplikationen auf, da der Mechanismus der
Permeation von Polyethylenglykol unklar ist und obwohl 51Cr-EDTA dieselbe
Permeationsroute wie Melibiose (Mel) zu haben scheint, reduziert sich die
praktische Anwendbarkeit dieser Methode durch die radioaktive Markierung
(56). Meddings et al. (58) entwickelten den SufRstoff Sukralose, der nicht
bereits im Duanndarm durch Bakterien zerstort werden kann. Die orale
Sukralose-Verabreichung und anschlieRende Messung der Urinausscheidung
stellt eine einfache und nichtinvasive Methode zur Beurteilung der Dickdarm-

Permeabilitat dar.

Der genaue Mechanismus der bakteriellen Translokation durch die Darmwand
ist nicht bekannt. Eine Mdglichkeit besteht darin, dal der Ubergang von LPS
vom Darmlumen aus in das Blutsystem oder die bakterielle Translokation durch
Erhohung der Darmwand-Permeabilitat erfolgt, welche mit dem Test der
,LZuckerpermeabilitat* gemessen werden kann. Die intestinale Permeabilitat
wird durch den Quotienten der Urinexkretion von Mel und L-Rhamnose (Rham)
bestimmt (70). Bei diesem Test kommt das Prinzip der unterschiedlichen
Resorption zur Anwendung, da Mel als ein nicht-hydrolysierbares Disaccharid
interzellular Gber Tight junctions resorbiert wird, wahrend die Rham-Permeation
durch die intestinale Mukosa auf einem nicht durch Carrier vermittelten
passiven Diffusionsweg erfolgt (87) (Abbildung 3). So kdénnen modgliche
storende Faktoren, wie Magenentleerung, intestinaler Transport und renale
Clearance uberwunden werden. Auch wird dieser Test nicht durch Defekte der

Glukoseresorption beeinfluf3t (8).
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Darmlumen
Permeation Uber wasserhaltige )
Poren in der Zellmembran
I
Feste interzellulare Verbindung
Erhaltung der Verbindung ist
ATP - abhéngig
Melibi / Melibiose-Permeation
- / zwischen Enterozyten tiber

N B> interzellulare Tight junctions

(Zonula occludens)
D-Xylose Passiv Carrier-vermittelte Resorption

oo
Aktiv Carrier- 0 ATP

vermittelte
3-0O-M-D-Glukose Resorption ADPQ

Na™* S%: Na”* @’ -
J

7] @
Glukose / Na™* Erleichterter
Kotransport Glukosetransport
Abbildung 3. Mechanismus der Resorption und Permeation von

3-O-Methyl-D-Glukose, D-Xylose, L-Rhamnose und

Melibiose vom Lumen des Diunndarms in das Blut.

(ADP = Adenosindiphosphat; ATP = Adenosintriphosphat)
Modifiziert nach: Ohri et al., Ann Thorac Surg., 55 (1993), 1080 — 1086

1.1.6 Enterozytenfunktion

Um Indikatoren fur die Enterozytenfunktion zu untersuchen, kann man Zucker,
die sich eines Carrier-vermittelten Transportsystems bedienen, zusammen mit
einem Standardtest fur die Messung von Darmwand-Permeabilitadt verwenden.
3-O-Methyl-D-Glukose ist ein nicht metabolisierbares Saccharid, das aktiv
Carrier-vermittelt  transportiert wird, wahrend D-Xylose durch eine
Teilmetabolisierung und einen passiv  Carrier-vermittelten  Transport
gekennzeichnet ist (Abbildung 3). Beide Monosaccharide sind geeignete

Testsubstanzen, um vorubergehende Darmwand-Ischamie zu erfassen (8, 70),
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was eine mogliche epitheliale Dysfunktion des Darmes reflektiert (69). In
diesem Fall kdnnte der Prozel® Uber zerstorte Enterozyten ablaufen, die durch
nicht-verschlie®ende Ischamie bei allgemein reduziertem Blutflu® (38), durch

intestinales Odem und/oder durch epitheliale Funktionsstérung entstehen.

2 Zielstellung

Mit der vorliegenden Studie sollte gepruft werden, ob bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz (CHI) neuere Erkenntnisse Uber eine Erhdhung
des Endotoxin-Spiegels im vendsen Blut bestatigt werden konnen. Es sollte die
mdgliche Herkunft der Lipopolysaccharide naher beleuchtet werden. Diese
Studie orientierte sich an der Hypothese von Anker et al. (2), dal bei einigen
Patienten mit CHI eine kardiale Dekompensation mit mesenterialer
Venenstauung auftritt, was zu Veranderungen der Darmwand-Permeabilitat mit
einer erhohten intestinalen bakteriellen Translokation fuhren kénnte. Diese
Arbeit untersuchte das Intestinum mit Hilfe von Tests, die die Darmwand-
Permeabilitat und die intestinale Resorptionskapazitdt messen. In diesem
Experiment sollten unter anderem auch Marker fur eine mogliche Darmwand-
Ischamie analysiert werden. Aulierdem sollte festgestellt werden, ob hierbei
eine Beziehung zur Serumkonzentration von proinflammatorischen Zytokinen
wie Tumornekrosefaktor a und Interleukin-6, sowie I6slichem Tumornekrose-
faktor-Rezeptor 1 und 2 vorliegt. In der CHI ist bisher uber Marker der
Darmwand-Ischamie und deren Beziehungen zum Grad der Immunaktivierung
noch nicht berichtet worden.

Da die Festlegung des ddematdsen Status bei Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz bisher sehr subjektiv gehandhabt wird, suchte diese Arbeit
nach einer einfach anzuwendenden Methode, das AusmaR der Uberwéasserung

zu quantifizieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Auswahlkriterien und Charakterisierung der Studienteilnehmer

In der Zeit von Marz bis September 1998 wurden 25 Patienten mit milder bis
schwerer chronischer Herzinsuffizienz (CHI) (21 Manner, Alter 68 = 2 Jahre;
Mittelwert + Standardfehler) sowie 8 gesunde Probanden (71 £ 2 Jahre, p = 045)
untersucht. Die Patienten konnten in der kardiologischen Ambulanz und auf
den Kardiologiestationen des Royal Brompton Hospitals, London (GB), sowie in
der Ambulanz fir Patienten mit CHI in Bromley, London (GB), rekrutiert
werden. Die Atiologie der CHI bei den untersuchten Patienten war in 8 Fallen
(32%) idiopathische dilatative Kardiomyopathie und in 17 Fallen (68%)
ischamische Kardiomyopathie.

Die Diagnose CHI wurde bei Vorliegen einer objektiv gesicherten
linksventrikulare Dysfunktion (linksventrikulare Ejektionsfraktion = LVEF < 34 + 4%)
in Kombination mit der Symptomatik gestellt (1, 4, 19). Die CHI mufite mit
typischen Symptomen wie schneller Ermidbarkeit, peripheren Odemen und
Belastungsdyspnoe seit mehr als 6 Monaten (Bereich von 0,5 bis 19 Jahren)
bestehen. Die ausgewahlten Kranken zeigten im Rontgen-Thorax eine
Kardiomegalie, hatten einen reduzierten Belastungstest, und die Medikation

sollte seit mindestens einem Monat stabil sein.

Ausschlul3kriterien waren Anamnese einer instabilen Angina pectoris, ein
akuter Myokardinfarkt in den letzten 3 Monaten vor Beginn der Studie, eine
maligne Tumorerkrankung oder eine stattgehabte Herztransplantation.
Aulerdem durften Personen mit Myokarditis, rheumatoider Arthritis, Gicht,
entzindlicher Darmerkrankung, schwerer Niereninsuffizienz (Serumkreatinin >
250 pmol/l), Leberinsuffizienz (Aspartataminotransferase oder Alaninamino-
transferase > 3-fache der Obergrenze des Normalbereiches), Glukokortikoid-
behandlung in den letzten 6 Monaten sowie mit anderen lebensbedrohlichen
Krankheiten als der Herzinsuffizienz nicht an der Studie teilnehmen.

Elf CHI-Patienten (44%) waren klinisch stabil (8 in New York Heart Association-
(NYHA) Klasse II, 1 in NYHA-Klasse Il und 2 in NYHA-Klasse V).
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Vierzehn Patienten (56%, 3 in NYHA-Klasse I, 9 in NYHA-Klasse Ill und 2 in
NYHA-Klasse V) =zeigten eine periphere Stauung sowie erhdhten
Jugularvenendruck, was auf eine akute kardiale Dekompensation hinweist,
jedoch ohne klinische Zeichen von Lungenkrepitation oder Lungenddem.
Behandelt wurde mit Allopurinol (n = 7), Nitraten (n = 12), ACE-Hemmern

(n = 19), Diuretika (n = 23), Antikoagulanzien (n = 7), Aspirin (n = 15),
Amiodaron (n = 5), Digoxin (n = 3), Kalziumkanalblockern (n = 3), Angiotensin-
II-Rezeptorenblocker (n = 2) und 10 Patienten bekamen Statine in variierenden
Kombinationen. Bei keinem dieser Medikamente ist bekannt, dal® es einen
Effekt auf die Permeabilitat des Dunn- oder Dickdarmes haben kénnte (11).

Bei den 6dematdsen Patienten wurden die Blutabnahmen und die Messungen
zur Darmwand-Permeabilitat (DP) sowie die anderen Tests zur Zucker-
resorption vor der Optimierung der medikamentosen Therapie durchgefuhrt.
Hiermit wollte man erreichen, dal® wirklich im akut 6dematdsen Status
gemessen wird.

Die gesunden Probanden waren meist Familienmitglieder der Patienten oder
kamen zu einer Gesundheitsuntersuchung. Diese Studienteilnehmer muf3ten
die folgenden Kriterien erflllen: keine akute oder chronische Krankheit, keine
Einnahme von Medikamenten oder Antioxidationsmitteln, seit 6 Monaten keine
Allopurinol- oder Glukokortikoidbehandlung sowie normale Serumwerte von
Kreatinin (<130 pmol/L) und Leberenzymen.

Das Protokoll der Studie wurde von der Ethikkommission des Royal Brompton
Hospitals, London, (GB) genehmigt und alle Teilnehmer gaben ihr schriftliches

Einverstandnis zur Durchfuhrung der Untersuchungen.
3.2 Labormessungen

Die Blutabnahme erfolgte im Liegen morgens zwischen 8 und 9 Uhr im
nuchternen Zustand und nach einer Ruhepause von 20 Minuten zu Beginn aller
anderen Untersuchungen. Eine Kanule mit einem Polyethylenkatheter wurde in
die Vene eingefuhrt und 2 x 4 ml Blut in pyrogenfreie Vakuum-Rohrchen (Endo
Tube ETY, Chromogenix AB, Méindal, Schweden) entnommen. Danach

erfolgte eine Standardblutabnahme (10 ml EDTA, 10 ml Serum) fur Messungen
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in der Biochemie und zur Zytokinbestimmung. Nach sofortigem Zentrifugieren
bei 4 °C wurden vom Plasma 0,8 - 1 ml Proben abpipettiert und mit den Endo
Tubes® bis zur Analyse bei -80 °C aufbewahrt. Die Serumproben wurden direkt

in der Biochemie des Royal Brompton Hospitals, London (GB), untersucht.
3.2.1 Bestimmung der Endotoxin-Konzentration

Fir die Bestimmung der Endotoxin (LPS) -Konzentration wurde ein kommerziell
erwerbbarer Testkit (Limulus Amoebozyten-Lysat - LAL, QCL-1000 Test,
BioWhittaker Inc., Walkersville, USA) verwendet.

Das LPS in den Blutproben aktiviert Enzyme im LAL Reagenz, welche dann
para-Nitroanilin von dem chromogenen Substrat S-2423 spalten, um eine gelbe
Farbe zu produzieren. Nachdem die Reaktion mit einem Stopreagenz
unterbrochen wurde (Sensitivitat 0,03 EU/mI), konnte die para-Nitroanilin-
Freisetzung photometrisch bei 405 - 410 nm bestimmt werden, was als
Quantifizierung der vorhandenen LPS-Menge im System galt. Mit dieser
Methode konnen LPS-Konzentrationen von 0,015 bis 1,2 EU/ml gemessen
werden, wobei normale LPS-Konzentrationen flr gesunde Menschen < 0,50 EU/mll
sind. Die Variationskoeffizienten der MelRwerte innerhalb einer Untersuchung
bei Konzentrationen von 0,35 EU/ml und 0,82 EU/mI betrugen 9,9% und 9,6%;
die Variationskoeffizienten zwischen zwei Untersuchungen wurden bei 16,8%
und 13,3% gemessen. Fir wiederholte Blutuntersuchungen bei nicht-

O0dematdsen Patienten betrug der Variationskoeffizient 10,8 % (64).

3.2.2 Bestimmung immunologischer Parameter: Tumornekrosefaktor a,

Interleukin-6, I6sliche Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 1 und 2

Die Serumkonzentration des Tumornekosefaktor-a (TNF-a) wurde mit einem
Enzym-gekoppelten Immunoassay (ELISA) (Quantikine” HS human TNF,
Sensitivitat 0,18 pg/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) bestimmt.
Dieser Test wurde entwickelt, um biologisch aktive TNF-a-Trimere zu messen.
Angewandt wurde hierbei die quantitative Sandwich-Enzym-Immunoassay-

Technik. Vorhandener TNF-a wurde von immobilisierten Antikérpern gebunden
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und nach weiterer Zugabe eines fir den TNF-a spezifischen Enzym-
gebundenen polyklonalen Antikérpers wurde eine Substratldsung hinzugeftgt.
Dies fuhrte zu einer Farbentwicklung, die proportional zur gebundenen TNF-a-
Menge ist und deren Intensitat nun bestimmt werden konnte. Die Messung
wird durch |6sliche TNF-Rezeptoren nicht beeinfluldt (26).

Die im Blut feststellbaren Mengen der Idslichen Tumornekrosefaktor-
Rezeptoren 1 (sTNF-R1, Sensitivitat 25 pg/ml) und 2 (sTNF-R2, Sensitivitat 2 pg/ml)
wurden ebenfalls mit einem ELISA (R&D Systems Minneapolis, MN, USA)
ermittelt.  Alle anderen Parameter wurden bei der Routineanalyse des
Krankenhauses analysiert. Die Plasmakonzentrationen von Interleukin-6 (IL-6)
wurden mit einem Immulite”-System (Sensitivitdt 1,0 pg/ml, Random Access

Immunoassay Analyzer, DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutschland) bestimmt.

3.3 Dinndarm-Resorption und -Permeabilitat

Die Versuchspersonen wurden darauf hingewiesen, keine Agenzien
einzunehmen, welche die Dunndarm-Matilitat, -Resorption oder -Permeabilitat
beeinflussen kénnten, wie zum Beispiel nicht-steroidale Antiphlogistika (9) oder
Alkohol 48 Stunden vor der Durchfuhrung der Untersuchung.

Nach der Abgabe des Nuchternurins als Negativprobe und volliger Entleerung
der Blase wurden die Probanden zwischen 8.30 und 9.30 Uhr gebeten,
insgesamt 2 g Sukralose in neun Kapseln flr die Messungen der Dickdarm-
Permeabilitat mit Hilfe eines Bechers Trinkwasser zu schlucken und
anschlieBend eine Testlésung (240 mosm/L) bestehend aus L-Rhamnose
(Rham) (1,0 g), 3-O-Methyl-D-Glukose (3OMD-Glu) (0,2 g), D-Xylose (Xyl)

(0,5 g), und Melibiose (Mel) (5,0 g, alle von Sigma Pharm, Poole, GB) in 100 ml
Trinkwasser innerhalb von vier Minuten zu trinken. In den folgenden funf
Stunden wurde der Urin in einem Behalter (A) und flr weitere 19 Stunden in
einem zweiten Behalter (B) gesammelt. Die Sammelbehalter enthielten je 1ml
10-prozentige Mercurithiosalicylat-Losung (Merthiolat) zur Konservierung des
Urins. Aulierdem wurden die Patienten gebeten, die Urinbehalter kuhl zu
lagern. Nach fruhestens 2 7. Stunden durfte ein leichtes Frihstuck

eingenommen werden. Nachdem der Test abgeschlossen war, wurde das
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Urinvolumen erfal3t, in kleinere Probebehalter (je 20 ml) verteilt und fur die
spatere Analyse bei -80 °C eingefroren.

Die Bestimmung der im Dunndarm resorbierten Zuckerkonzentrationen im Urin
erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Kings College Hospital, London (GB), aus
der 5-Stundensammlung (Behalter A) mit der Methode der Scanning-
Densitometrie und der Dunnschichtchromatographie (60, 93), die modifiziert
wurde, um beide, Mono- und Disaccharide, im Urin zu erfassen (65). Dabei
wurde eine Losung (Raffinose fur die Disaccharidanalyse, Arabinose flr
Monosaccharide, 50 bzw. 40 mg/100 ml) zu jeder Urinprobe gegeben. Nach
Hinzufligen von deionisierendem Harz mischte man die Probe fir 5 Minuten.
Mehrere 5 pl Volumina des Uberstandes wurden auf eine Quarzgelplatte (60
plastic backed plates, Merck UK Ltd, GB) entlang des Startpunktes 1 cm von
der unteren Kante punktformig aufgetragen. Die Zuckertrennung erfolgte tuber
mehrere Stufen, mit Lufttrocknung fur 30 Minuten zwischen den einzelnen
Entwicklungsstufen und einem vierstundigen Trocknen zwischen der letzten
Entwicklung und dem Erscheinen der Signale. Es wurden zwei verschiedene
Losungsmittelsysteme benutzt, (A) Butan-1-ol:Ethanol:Essigsaure:Wasser,
60:30:10:10, und (B) Ethylazetat:Butan-1-ol:Pyridin:Essigsaure:Wasser,
75:5:15:10:10. Die Sequenz fur Disaccharide ist A/B/B und fur
Monosaccharide B/B. Die Farbreaktion flhrte man so durch, dal} die
getrocknete Platte in eine Methanollosung mit Orthophosphorsaure und p-
Aminobenzoesaure getaucht wurde und nach erneutem Trocknen von 5
Minuten far 10 Minuten bei 130 °C in einem Heilluftofen erhitzt wurde. Jede
Dunnschichtchromatographie-Platte wurde durch ein Biorad Densitometer
(Modell GS 670) in die Molekularuntersuchungs-Software (Biorad Ltd)
eingelesen. Die Analysen dieser Verfahren sind akkurat (Reproduzierbarkeit
uber 90 %) und sensibel: die Nachweisgrenze liegt unter 1 mg/100 ml Urin. Der
Variationskoeffizient der Untersuchung liegt zwischen 2,0 und 8,0 % (51, 60).

In den Urinproben wurden mit der beschriebenen Methode die Konzentrationen
von Mel, Xyl, 30OMD-Glu und Rham bestimmt. Das Monosaccharid Xyl wird
durch einen passiven, Carrier-vermittelten Prozel} resorbiert, 30MD-Glu durch
einen aktiven Carrier-vermittelten Proze® und Rham durch ein nicht Carrier-
vermitteltes transzellulares Transportsystem. Mel, die sich durch ahnliche

Eigenschaften wie Lactulose auszeichnet, durchdringt die Darmwand selektiv



Veronika Astler 16

auf parazellularem Wege (8, 59). Die unterschiedliche Urinexkretion von
Melibiose/Rham stellt einen spezifischen Index der intestinalen Permeabilitat
(Barrierefunktion der Darmwand) zur Verfugung. Er ist nicht signifikant
beeinflut durch pra- (Verdinnung in Magen und Darm, Magenentleerung und
Abbau durch Bakterien) oder post-mukosale Faktoren (Volumenverteilung und
Nierenfunktion), welche eine Rolle spielen bei der Ausscheidung der
Gesamtmenge von Markern im Urin, die einer Nahrungsaufnahme folgen (8,
59). Die Menge der Zucker, die der Proband nach oraler Gabe der
Zuckerldsung wahrend des 5-stundigen Urin-Sammelns ausschied, wurde in
Prozent der oralen Dosis angegeben. Das Verhaltnis der Permeabilitat von Mel
zu Rham berechnete sich prozentual aus der im Urin ausgeschiedenen oral

verabreichten Menge.

3.4 Dickdarm-Permeabilitat

Bei dem Versuch, einen nicht-resorbierbaren und stabilen, das heilt, einen
nicht bereits im Dunndarm durch Bakterien zerstorbaren Sufstoff zu
entwickeln, chlorierten Meddings et al. (58) das Sukrosemolekul und
produzierten so Sukralose (C12H19CL308; Molekulargewicht 397,6). Dieses
Sukrose-Analogon ist nicht nur hitzestabil, sondern scheint auch den
Verdauungstrakt unverandert zu passieren.

Die Sukraloseanalysen wurden von der gastrointestinalen Forschungsgruppe
um Jon B. Meddings an der Universitat Calgary, Kanada, aus dem
gesammelten Urin (Behalter A und B) durchgefuhrt. Die Trennung wurde mit
einer Dionex lonpac NS1 Saule und Acetonitril/Wasser als Flu3mittel mit einer
FluBrate von 1 ml/min erreicht. Ein Gradientenlauf von 0 bis 20% wurde
eingesetzt. Die Ermittlung der Werte erfolgte mit einem elektrochemischen
Detektor der Dionex Hochdruck-Flussigkeitschromatographie. Da dies nur bei
einem hohen pH-Wert maoglich ist, wurde nach der Saule 300 mmol/L NaOH mit
einer konstanten Flufzrate von 0,5 ml/min hinzugefugt. Fur diese Messungen
wurde als intemer Standard Phenyl-3-d-Thiogalactosid (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) verwendet, das zu den initialen Urinproben in einer Konzentration von 0,1
mg/ml zugesetzt wurde. Diese Zusammensetzung war im Urin bei Raumtemperatur

fir mindestens 1 Woche und im gefrorenen Zustand unendlich lange stabil.
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3.5 Messung des elektrischen Widerstands des menschlichen Korpers

- Kérperimpedanz

Flr Messungen der Korperimpedanz (Kl in Ohm [Q]) wurde das Korperfett-
Analysengerat eingesetzt (Modell TBF-305, TANITA Europe GmbH,
Sindelfingen, Deutschland), welches zur Auswertung mit dem Verfahren der
Bioelektrischen Impedanz Analyse arbeitet. Bei dem TBF-305 handelt es sich
um ein Mefgerat, welches unter anderem das Korperfett einer Person mit Hilfe
von Standardformeln aus der Messung des elektrischen Widerstands
(Scheinwiderstand) des Korpers ermittelt. Heute wird als Standard fur die
Messung des Korperfetts die ,Unterwasser-Gewichtsmethode“ benutzt. Der
TBF-305 verarbeitet die durch diese Methode generierten Daten in einer
Formel, so dal} der Korperfettanteil und die Kérperimpedanz durch Beruhren
der Elektroden auf der Mel3plattform mit den FuRen ermittelt werden kdnnen.
Der elektrische Widerstand des menschlichen Korpers reflektiert vor allem
seinen Wasserhaushalt, z.B. bei allgemeiner vendser Stauung (79). Vor der
Widerstandsmessung wurden die Studienteilnehmer darauf aufmerksam
gemacht, 12 Stunden vor der Messung keinen Alkohol zu sich zu nehmen und
keine starken korperlichen Aktivitaten auszuiben. Auch sollte die Blase kurz
vor der Messung entleert werden.

Vor Betreten der MefRplattform wurde die KorpergroRe der Patienten bestimmt
und zusammen mit dem Geschlecht und dem Alter dem Korperfett-
Analysengerat als Daten zur Verfligung gestellt. Das Gerat druckte nach etwa
2 Minuten die gemessenen und errechneten Werte des jeweiligen Patienten.
Angezeigt wurden auf einem Ausdruck das Geschlecht, die Kérpergrolie, das
Gewicht, der Korper-Massen-Index, der Scheinwiderstand des Korpers
(Koérperimpedanz), die Fettmasse in Kilogramm sowie der prozentuale
Fettanteil am Gesamtkorpergewicht und die fettfreie Masse sowie der
Gesamtwassergehalt des Kdrpers. Mannern weisen im allgemeinen durch ihre
groRere Muskelmasse einen hoheren Gesamtwassergehalt auf.

Als einfaches Mal} des zentralen Venendrucks wurde der Jugularvenendruck
beurteilt.
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3.6  Statistische Analyse

Nach Auswertung der Anamnesen und diagnostisch angewandten Methoden,
Erhalt der Laborparameter sowie der Ergebnisse der Zuckerresorptionstests
wurden die Daten in eine Excel-Tabelle (Microsoft Excel 95, Microsoft
Corporation, USA) eingegeben und zur statistischen Auswertung in das
Softwareprogramm StatView 4.5 (Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA ,USA)
ubertragen.

Alle Ergebnisse wurden mit dem arithmetischen Mittelwert und dem
Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Eine statistische Irrtumswahr-
scheinlichkeit von < 5% (p < 0,05) bei Vergleichen gilt gemeinhin als statistisch
signifikant. Wegen multipler statistischer Tests in den Untergruppenver-
gleichen wurde in dieser Arbeit aber nur eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
unter 1 % (p < 0,01) als statistisch signifikant akzeptiert (1). Lagen die
MeRwerte der Zuckerexkretion im Urin oder der Blutproben unterhalb der
Nachweisgrenze, wurde der geringste noch methodisch zu bestimmende Wert
notiert (3). Um Ergebnisse zu vergleichen wurde ANOVA mit Fisher’'s-post-
hoc-Test und Student's t-test angewendet. Der Kolmogorow-Smirnov-Test
wurde genutzt, um zu untersuchen, ob Normalverteilungen vorliegen. Zur
Prufung der Abhangigkeit nominal verteilter Faktoren kam der Fisher’s-Exact-
Test zur Anwendung. Das Verhaltnis zwischen Variablen wurde mit einfacher

linearer, schrittweiser und multivariater Regression analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Basisparameter

Die klinischen Charakteristka und die biochemischen Parameter der
Studienteilnehmer sind in Tabelle 1 dargestellt. Nicht-6dematdse Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz (CHI) waren etwas junger als Odematdse
Patienten oder gesunde Probanden. Als ein Zeichen der Leberzellschadigung -
moglicherweise wegen der Kreislaufuberlastung, die sich auch durch den
erhdhten Jugularvenendruck darstellte - war die Gamma-Glutamyltransferase
(y-GT) bei 6dematdsen Patienten deutlich erhdht, wobei nicht-6dematdse
Patienten und das Kontroll-Kollektiv. Normalwerte aufwiesen. Der
Harnsaurespiegel im Serum lag bei den dekompensierten Patienten am
hochsten. Aullerdem zeigten diese Studienteilnehmer eine geringere Kreatinin-

Clearance im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen.
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Tabelle 1.
Variable CHI-Patienten Kontrollen p-Wert

0dematos nicht- ANOVA

0dematds

(n =14) (n=11) (n =8)
Alter [Jahre] 72+2# 63+4* 71+£2 0,04
Korper-Massen-Index 27,3+17 25,3+1,2 247+ 1,2 0,42
[kg/m?]
Mittlerer Blutdruck [mmHg] 89 + 3 833~ 100+ 6 0,04
Ruhepuls [min™] 74+9 75+ 6 55 + 2 0,17
Jugularvenendruck [cm] 50+13# 3,0+£0,7
NYHA Klasse 29+0,2 25+0,2
LVEF [%] 29+ 4 39+6
Natrium [mmol/L] 137 + 1 137 + 1 140 + 1 0,2
y-GT [U/L] 137,5+ 35,7 38,4+7,8 27,3+58 0,0009

## *%

Albumin [g/L] 38,8+15* 39,9+0,8 425+1,1 0,12
Gesamt-Eiweild [g/L] 70,1+1,6 70,3+1,4 70,1+0,9 0,98
Harnsaure [umol/L] 505 + 54 ** 403 £ 30 325+ 16 0,024
Kreatinin-Clearance 48,3+ 8,0 941+94 96,0 + 19,4 0,006
[ml/min] #Hi
Leukozyten [x 10%/L] 72+0,6* 6,5+0,7 53+0,2 0,1

Klinische Charakteristika und biochemische Parameter der Studienteilnehmer.

Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI) eingeteilt in 6dematds und nicht-
0dematds verglichen mit den gesunden Kontrollen.

Die Werte reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler.

#p <0,05; ## p < 0,01 vs nicht-ddematdse Patienten;

*p <0,05; ** p <0,01 vs Kontrollen.
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4.2 Endotoxin, Tumornekrosefaktor a, Interleukin-6, |6sliche

Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 1 und 2

In Tabelle 2 wird deutlich, dal die édematdsen CHI-Patienten die hochste
Plasmakonzentration an Endotoxin (LPS) aufwiesen (p = 0,0008, ANOVA).
Von 14 ddematdsen Patienten hatten 8 (57%) eine hohere Konzentration als
der angegebene Kontrollwert (<0,50 EU/ml), wobei bei keinem der nicht-
odematdsen Patienten der LPS-Wert Uber 0,48 EU/mI stieg (p =0,003, Fisher’s
exact Test). Die Serumkonzentrationen von Tumornekrosefaktor a (TNF-a)
und den I6slichen Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 1 und 2 (sTNF-R1/2)
zeigten die hdchsten Werte bei Patienten mit peripheren Odemen und
steigerten sich von den gesunden Studienteilnehmern Uber die nicht-6dema-
tosen zu den 6dematdsen Patienten (TNF-a: p = 0,002, sTNF-R1: p < 0,0001,
sTNF-R2: p = 0,0002, ANOVA). Zwischen den nicht-6dematdsen Kranken und
den gesunden Probanden konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Die Plasmakonzentrationen von Interleukin-6 (IL-6) lagen bei den CHI-
Patienten etwas hoher als bei den gesunden Probanden (p = 0,11), aber es
gab keine groleren Unterschiede zwischen den dekompensierten und den
nicht-ddematdsen Patienten (p = 0,21, ANOVA).

In Abbildung 4 wurden die Patienten mit CHI entsprechend dem hoheren oder
niedrigeren LPS-Spiegel nach dem belegten Standardwert (< 0,50 EU/mI)
eingeordnet. Diejenigen mit einem LPS-Wert tber 0,50 EU/mI (n = 8) zeigten
gleichzeitig die hochsten Konzentrationen an TNF-a (8,2 £ 1,9 vs 3,5 £ 0,3 pg/ml,
p = 0,0006) und sTNF-R1 (3687 + 513 vs 1944 + 298 pg/ml, p = 0,001), wobei
sich die Ergebnisse fur sTNF-R2 (4001 £ 504 vs 3183 = 316 pg/ml) und IL-6
(73 £ 18 vs 78 £ 27 pg/ml) als nicht signifikant unterschiedlich zwischen diesen
beiden Gruppen erwiesen. Die gesunden Probanden sind zum Vergleich mit

dargestellt.



Tabelle 2.

Variable alle CHI p-Wert Kontrollen p-Wert nicht-ddematdse p-Wert 6dematdse p-Wert
Patienten alle CHI Kontrollen CHI Patienten  nicht-6demat6s CHI 6dematdse
VS VS Vs VS
(n =25) Kontrollen (n=8) nicht-6dematés (n=11) 6dematds (n=14) Kontrollen
TNF-a [pg/ml] 50+0,8 0,04 21+0,3 0,58 29+0,3 0,004 6,7+1,2 0,002
sTNF-R1 [pg/ml] 2502 + 304 0,01 1011 + 81 0,41 1419 + 288 < 0,0001 3353 + 367 <0,0001
sTNF-R2 [pg/ml] 3445 + 274 0,004 1880 + 213 0,13 2660 + 371 0,003 4063 + 312 <0,0001
Endotoxin [EU/mI] 0,46 + 0,03 0,19 0,37 £ 0,03 0,61 0,34 £ 0,02 0,0004 0,55+ 0,05 0,005
IL-6 [pg/ml] 76,8 + 22,1 0,11 12,6 +4,5 0,08 91,8 £ 41,1 0,43 60,3+ 12,0 0,29
3-O-M-D-Glukose [%] 18,1+£2,0 0,0008 34,2+47 0,02 23,7+25 0,009 125+1,9 <0,0001
D-Xylose [%] 14,7+1,6 0,26 18,1+2,5 0,76 19,0+1,9 0,003 10,4 +1,7 0,01
Melibiose/L-Rhamnose 0,035 + 0,004 0,13 0,043 £ 0,009 0,3 0,032 £ 0,003 0,52 0,038 + 0,008 0,64

Plasmakonzentrationen von Endotoxin und Serumkonzentrationen von Zytokinen sowie Zuckerexkretionen im Urin.

Angegeben sind die Werte der Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen sowie
eine Aufteilung der Patienten in nicht-6dematds und 6dematds. 3-O-Methyl-D-Glukose und D-Xylose sind Saccharide, die Carrier-
vermittelt transportiert werden und als Marker fir Darmwand-Ischamie angesehen werden. Der Quotient Melibiose/L-Rhamnose

reprasentiert die Dinndarm-Permeabilitat. Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 4. Graphische Darstellung der Ergebnisse der Serumbestimmung von TNF-ax, sTNF-R1/2
sowie |L-6 entsprechend den Endotoxin-Spiegein.
Einteilung der Patienten mil chronischer Herzinsuffizienz (CHI) entsprechend dem Endotoxin (LPS)-Wert im Plasma nach dem belegten

Standardwert (< 0,50 ELVmI), B CHI-Patienten mit LPS = 0,50 EU/ml, O CHI-Patienten mit LPS < 0,50 ELU/mi, W gesunde Kontrollen.
# p < 0,05 vs Kontrollen, #2 p < 0,01 vs Kontrollen, #%# p < 0,001 ve Kontrollen, ###8 p < 0,0001 vs Kontrollen,
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4.3 Urinausscheidung der Saccharide

Der aktive, Carrier-vermittelte Transport von 3-O-Methyl-D-Glukose (3OMD-
Glu) zeigte eine schrittweise Verminderung in der Urinexkretion bei den nicht-
odematdsen (ungefahr 2/3 der Ausscheidung der gesunden Probanden) und
den oOdematosen Patienten (etwa 1/3 der Ausscheidung der gesunden
Studienteilnehmer, p = 0,0001, ANOVA, siehe Tabelle 2). Der passive, Carrier-
vermittelte Transport von D-Xylose (Xyl) war deutlich vermindert bei den
dekompensierten Patienten (p = 0,006, ANOVA), wobei die stabilen Patienten
und die gesunden Kontrollen einen ahnlichen prozentualen Anteil der oral
verabreichten Zuckermengen im Urin ausschieden. Die Melibiose (Mel)/
L-Rhamnose (Rham)-Exkretion im Urin, die als Mall der Duinndarm-
Permeabilitat gilt, war zwischen den teilnehmenden Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich. Bei der Bestimmung der Dickdarm-Permeabilitat, die durch
Sukralose gemessen wurde, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Kontrollen (1,34 + 0,18 %) und einer Untergruppe von 7 CHI-Patienten
(1,31 £ 0,32 %; 3 6dematos: 1,02 £ 0,42 % und 4 nicht-6dematos: 1,54 + 0,48%).

4.4 Korrelationen

Die Abbildungen 5, 6 und 7 stellen die Korrelationen zwischen der Urin-
exkretion von 30MD-Glu und Xyl mit TNF-a, sTNF-R1 und sTNF-R2 bei allen
Studienteilnehmern dar. Betrachtet man nur die Patienten mit kompensierter
und dekompensierter CHI, ergaben sich negative Korrelationen zwischen der
gemessenen Ausscheidung im Urin von 30MD-Glu und den Serumwerten von
TNF-a (r =-0,76, p < 0,0001), sTNF-R1 (r =-0,83, p < 0,0001) sowie sTNF-R2
(r = -0,56, p = 0,007). Ahnliche Ergebnisse wurden fir die Xyl-Exkretion vs
TNF-a (r=-0,74, p < 0,0001), sTNF-R1 (r =-0,86, p < 0,0001) und sTNF-R2
(r=-0,63, p=0,002) ermittelt.
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Abbildung 5. Beziehung zwischen TNF-x und Menosacchariden.

Die nach oraler Gabe im Urin gemessenen Monosaccharide 3-0-Methyl-D-Glukose (A) und D-Xylose (B)
wurden mit Serumwerten von Tumornekrosefaktor-« (TNF-w) bei ® gesunden Kontrollen, © nicht-ddematdsen
Patienten und & ddematdsen Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz in Beziehung gesetzt.
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Abbildung 6. Beziehung zwischen sTNF-R1 und Monosacchariden.

Die nach oraler Gabe im Urin gemessanen Monosaccharide 3-0-Mathyl-D-Glukose (A) und D-Xylosa (B)
wurden mit Serumwerten von ldslichem Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (sTNF-R1) bei ® gesunden
Kontrollan, © nicht-tdematdsen Patienten und @ ddematdsen Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
in Beziehung gesatzt.
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Abbildung 7. Beziehung zwischen sTNF-R2 und Monosacchariden.

Die nach oraler Gabe im Urin gemessenen Monosaccharide 3-0-Methyl-D-Glukose (A) und D-Xylose (B)
wurden mit Serumwerten von laslichem Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2 (sTNF-R2) bei @ gesunden
Kontrollen, © nicht-Gdematdsen Patienten und @ ddematdsen Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz

in Bezishung gesetzt.
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Mit der Urinexkretion von 3-O-Methyl-D-Glukose (3OMD-GIu) und D-Xylose
(Xyl) korrelierten die Kreatinin-Clearance (beide p < 0,0001) und das Alter (p =
0,12 und p = 0,01). Fur die IL-6-Konzentration ergaben sich keine signifikanten
Korrelationen (p = 0,13 und p = 0,26, respektive). Die Ausscheidung von Mel/
Rham zeigte keine signifikante Korrelation mit der Kreatinin-Clearance, den
Zytokinen bzw. deren Rezeptoren oder dem Alter. LPS korrelierte nicht
signifikant mit 30MD-Glu und Xyl sowie dem Verhaltnis Mel/Rham. Es ergab
sich keine Korrelation zwischen der Konzentration von IL-6 und Endotoxin, aber
LPS zeigte eine Beziehung zu TNF-a (r = 0,79, p < 0,0001), sTNF-R1 (r = 0,62,
p = 0,0001) und sTNF-R2 (r = 0,40, p = 0,02) bei allen Studienteilnehmern
insgesamt und auch wenn man nur die CHI-Patienten betrachtet (r = 0,82, p <
0,0001; r = 0,62, p = 0,0009; r = 0,40, p < 0,05). In Tabelle 3 sind die
Korrelationen in den einzelnen Studiengruppen dargestellt, wobei die Werte fur
p < 0,01 besonders hervorgehoben sind.

Bei der schrittweisen Regressionsanalyse stellte sich flr alle Untersuchten
30MD-Glu im Urin unabhangig von Kreatinin-Clearance und Alter als
signifikanter Pradiktor fur TNF-a (F-Wert 20,0), sTNF-R1 (F-Wert 32,6) und
STNF-R2 (F-Wert 14,6) heraus (n = 33, p < 0,001). Bei den Patienten mit CHI
allein betrugen die Korrelationen zwischen 30MD-Glu und den Zytokinen
ahnliche Werte (alle p < 0,01). Die Urinexkretion von Xyl war unabhangig von
der Kreatinin-Clearance und dem Alter ein Vorhersagewert fur die Zytokin-
konzentration bei allen Teilnehmern (TNF-a: F-Wert 19,3, sTNF-R1: F-Wert 40,7,
sTNF-R2: F-Wert 15,3, alle p < 0,001) und nur bei den CHI-Patienten (alle p < 0,002).
Bei der multivariaten Analyse wurden bei den 25 Patienten die Konzentrationen
von TNF-a und sTNF-R1 signifikant von Xyl (R? = 0,48, p = 0,015; R*= 0,71,

p = 0,001) und 30OMD-Glu (R* = 0,58, p = 0,008; R* = 0,65, p = 0,005)
unabhangig von der Kreatinin-Clearance und vom Alter vorhergesagt (beide

p > 0,20).



Tabelle 3.

Variable

Melibiose/L-Rhamnose Quotient

D-Xylose

3-O-Methyl-D-Glukose

gesunde Kontrollen

Alter [Jahre]

TNF-a [pg/mi]

sTNF-R1 [pg/ml]

sTNF-R2 [pg/ml]
Kreatinin-Clearance [ml/min]

Odematdse CHI Patienten

Alter [Jahre]

TNF-a [pg/mi]

sTNF-R1 [pg/ml]

sTNF-R2 [pg/ml]
Kreatinin-Clearance [ml/min]

nicht-ddematodse
CHI Patienten

Alter [Jahre]

TNF-a [pg/mi]

sTNF-R1 [pg/ml]

sTNF-R2 [pg/ml]
Kreatinin-Clearance [ml/min]

r= 0,50
r= 0,50
r= 0,52;p=0,18
r= 0,69; p = 0,06
r=-0,16

r=0,25

r=0,23

r=0,28
r=-0,46;p=0,16
r =-0,22

=-0,11

r= 0,27

r= 0,42;p=0,19
r= 0,29
r=-0,52; p=0,10

r=-0,68; p = 0,07
r=-0,41

r =-0,89; p = 0,003
r=-0,80; p = 0,02
r= 0,94; p = 0,006

r=-0,006
r=-0,55; p = 0,08
r=-0,73; p = 0,01
r=-0,16

r=0,78; p = 0,005

r=-0,52;p=0,10
r=-0,66; p = 0,03

r =-0,86; p = 0,0007

r=-0,79; p = 0,004
r= 0,61, p=0,048

=-0,41
r=-0,17

r=-0,67; p=0,07
r=-0,60;p=0,12
r= 0,90; p = 0,001

r=-0,03
r=-0,65; p=0,03

r =-0,79; p = 0,004
r=-0,26

r= 0,68; p = 0,02

r=-0,61; p=0,04
r=-0,63, p = 0,04
r=-0,71: p = 0,01
r=-0,52; p=0,10
r= 0,69; p = 0,02

Korrelationen zwischen Zuckerexkretionen im Urin und Serumkonzentrationen von Zytokinen, Kreatinin-Clearance und Alter.

Die Werte sind angegeben fur die unterschiedlichen Studiengruppen: Kontrollen und Patienten mit chronische Herzinsuffizienz

(CHI) entsprechend dem Vorkommen von peripheren Odemen; alle p-Werte < 0,20 sind dargestellt, p-Werte < 0,01 sind

fettgedruckt.
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Abbildung 8. Beziehung zwischen Kérperimpedanz und Gesamtwassergehalt des Korpers.

In der graphischen Darstellung (&) wurden die Werde der Kirperimpedanz entsprechend den Studienteiinehmern in Kontrollen und
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI) mit und ohne peripheren Odemen untertelt,

In der Abbildung (B} wurden die Werle der Kdrpenmpedanz mit den Werten des Gesamiwassergehalis des Kimpers bei gesunden
Kontrelen @, nichi-bdematdsen Patienten © und ddematbésen Patienten & mit CHI in Beziehung geseizi. Die Kirperimpedanz und
der Gesamtwassergehal wurden mit dem Kamperfeti-Analysegerdi (Modell TBF-305 von TANITA) bestimmi.
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45 Korperimpedanz

Die 6dematdsen Patienten mit CHI hatten einen niedrigeren Kérperwiderstand
als die nicht-6dematdsen Patienten und die Kontrollen (p = 0,004, ANOVA,
Abbildung 8). In der Regressionsanalyse korrelierte die Kérperimpedanz mit
TNF-a, sTNF-R1, sTNF-R2 wie auch mit 30MD-Glu und Xyl. Jedoch nach
Anpassung fur die multiplen Korrelationen erreichten die Ergebnisse keine
Signifikanz mehr. Der Gesamtwassergehalt des Korpers stieg mit der Schwere
der Erkrankung der CHI von den Gesunden (43 kg), Uber die stabilen Patienten
(46 kg) zu den dekompensierten Patienten (50 kg) (p = 0,2, ANOVA). In
Abbildung 8 ist die Korrelation des Korperwassers mit dem Korperwiderstand

dargestellt und zeigt eine hohe Signifikanz.
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5 Diskussion

Ausgehend von einer Hypothese von Anker et al. (2) untersuchte diese Studie
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI), insbesondere akut
dekompensierte Patienten mit peripheren Odemen. Diese Hypothese
beinhaltet, dal? es durch die kardiale Dekompensation mit sichtbaren
peripheren Odemen ebenfalls zu intestinalen Odemen und somit zu
mesenterialem Venenstau kommen kann, wodurch die Zellintegritat der
Darmwand-Zellen in Mitleidenschaft gezogen werden kann. Dies kdnnte zu
einer Erhohung der Darmwand-Permeabilitdt fuhren und eine vermehrte
bakterielle Translokation sowie Endotoxin (LPS)- Freisetzung nach sich ziehen.
Die vermehrte LPS-Exposition verursacht moglicherweise eine
Immunaktivierung mit Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen und deren
Rezeptoren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Darmwand-Permeabilitat und -Resorption
mit Hilfe von oral verabreichten Zuckerlésungen untersucht. AnschlieRend
wurden die Ergebnisse der Urinausscheidung der Zucker mit
Plasmakonzentrationen von LPS und Serumkonzentrationen von
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), l6slichen Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 1
und 2 (sTNF-R1/2) sowie Interleukin-6 (IL-6) in Beziehung gesetzt.

Nach Auswertung der Daten aus den angewendeten Zuckertests konnte bei
den Studienteiinehmern keine Erhéhung der Darmwand-Permeabilitat
festgestellt werden. Allerdings zeigt diese Studie, dal} der aktive (3-O-Methyl-
D-Glukose) und der passive (D-Xylose) Carrier-vermittelte intestinale Transport
von Sacchariden durch die Wand des Dunndarms bei 6dematdsen Patienten,
die an CHI leiden, verglichen mit nicht-6dematésen Patienten und gesunden
Probanden vermindert ist. Da diese beiden Saccharide als geeignete
Testsubstanzen gelten, Darmwand-Ischamie zu erfassen (8, 70), liegt bei den
Odematdsen Patienten wahrscheinlich eine Sauerstoffunterversorgung der

Darmwand vor.
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Mdglicherweise fuhrt diese Veranderung der Darmwand zu einer erhdhten
Translokation von Endotoxin. Die systemischen Zytokinkonzentrationen stehen
in enger inverser Beziehung zu der Urinexkretion dieser Zucker, jedoch nicht
die peripher gemessene LPS- Konzentration. Auf’erdem scheint es eine enge
Beziehung zwischen TNF-a sowie dem sTNF-R1 zu der Aktivitat von LPS zu
geben. Im Gegensatz dazu gab es keine signifikante Beziehung zwischen LPS
und IL-6.

Die ebenfalls in dieser Arbeit durchgefihrte Korperwiderstandsmessung, mit
der ein quantitatives MaR fiir die Uberwésserung von dekompensierten CHI-
Patienten gefunden werden sollte, zeigt, dall die Korperimpedanz bei
O0dematdsen Patienten am geringsten war und dalR mit erhéhtem

Korperwassergehalt der Widerstand vermindert ist.

51 Darmwand-Permeabilitat

Das Konzept der Darmwand-Permeabilitat (DP) bezieht sich auf die
Eigenschaft einer Membran, die eine Passage von Molekilen durch nicht-
Carrier-vermittelte Diffusion ermdglicht. In ihrem weitesten Sinn ist die
Permeabilitat mit zwei physiologischen Gegebenheiten, der ,Resorption” und
der ,Barrierefunktion® in Zusammenhang zu bringen, im Unterschied zu
verdauender und sekretorischer Funktion. Durch eine groRRe Vielfalt an
physiologischen, pathologischen und therapeutischen Situationen erfahrt die
DP (para- und transzellular) viele Veranderungen.

Um die Resorption und DP zu messen, wurde in dieser Studie ein Test gewahlt,
der in der Gastroenterologie bereits Verbreitung gefunden hat, jedoch bisher
noch nicht in der Kardiologie angewandt wurde. Man bediente sich eines
Exkretionstest fur verschiedene Saccharide im Urin, mit dem in vivo durch nicht
invasive Verabreichung von unterschiedlichen Kohlenhydraten als Test-
substanzen die Enterozytenfunktion und die DP beurteilt werden konnen (8).
Melibiose (Mel) durchdringt die Darmwand parazellular Uber seltener
vorkommende grol3e (Radius grofer als 0,5 nm) Mukosaporen und L-
Rhamnose (Rham) transzellular Gber haufig vorkommende kleine (Radius

kleiner als 0,4 nm) wasserhaltige Mukosaporen (56). Folglich kdnnen diese
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Zuckerexkretionen ermittelt werden, um die Dunndarm-Permeabilitat zu
messen, die sich in dem Mel/Rham-Quotienten widerspiegelt und zum groften
Teil nicht von der pra- und postmukosalen Funktion betroffen ist. Nach
Verbrennungen (101), aorto-koronarem Venenbypass (86), Gefaldchirurgie (68,
80) und bei Patienten, die ein Multi-Organversagen entwickelten (23), konnte
gezeigt werden, dal} dieser Quotient erhoht ist. Interessanterweise konnten im
Rahmen dieser Studie keine signifikanten Differenzen in der Urinexkretion von
Mel/Rham zwischen den unterschiedlichen Studienteilnehmern festgestellt
werden (siehe Tabelle 2). Auflerdem war das Verhaltnis von Mel zu Rham
weder mit der systemischen Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen
(siehe Tabelle 3) noch mit der peripher gemessenen LPS-Konzentration in
Beziehung zu setzen.

Im Vergleich zu Standardwerten bei gesunden kaukasoiden erwachsenen
Personen (Alter < 60 Jahre: 0,030%) (11) war der Mel/Rham-Quotient in dieser
Studie bei den gesunden Probanden (0,043%) und bei Patienten mit CHI
(0,035%) nicht signifikant hoher, entsprechend der Aussage der
vorangehenden Studie, dal® Alter keinen beeinflussenden Faktor darstelle (11).
Im Gegensatz dazu stellte sich die Exkretion von 3-O-Methyl-D-Glukose
(30OMD-Glu) (34,2%) und D-Xylose (Xyl) (18,1%) in der bei der vorliegenden
Arbeit untersuchten Kontrollpopulation als geringer heraus, als bei den vorher
publizierten Referenzwerten (42,5% fur 30MD-Glu sowie 29,7% Xyl) betreffend
ein Durchschnittsalter von < 60 Jahren (11). Die Differenzen der Kontrollwerte
sind wahrscheinlich auf altersbedingte Veranderungen der Nierenfunktion
zuruckzuflhren. In den hier durchgefuhrten Messungen wurde nicht nur eine
geringere intestinale Aufnahme von 30MD-Glu und Xyl gefunden, sondern
auch von Rham und Mel, wobei diese Reduktion bei allen vier Zuckerproben
eine grolke Ubereinstimmung zeigte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf
extramukosalen Faktoren wie mangelhafte intestinale Blutzirkulation, epitheliale
Funktionsstérung und vermehrte Extrazellularflissigkeit in der CHI eine
wichtige Rolle spielen.

Obwohl die Xyl bis zu 50 % in der Leber metabolisiert wird, erklart eine
abnormale Leberfunktion nicht die niedrigere Exkretion bei O6dematdsen
Patienten, da ein verminderter Lebermetabolismus die Urinexkretion dieser
Probe erhdhen wirde (8). Es sollte ebenfalls beachtet werden, daly 30MD-Glu
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aktiv durch die Darmwand transportiert wird und dabei das selbe Natrium-
abhangige Transportsystem nutzt wie D-Glukose und D-Galaktose. Deshalb
konnte, wenn die CHI ein Insulin-resistenter Status ist (73, 90, 91), bei einer
Beeintrachtigung des Glukose-Insulin-Stoffwechselweges zusatzlich der aktive,
Carrier-vermittelte Transport gestort sein.

Nimmt man also an, dal3 der im Rahmen dieser Studie ermittelte Quotient der
Urinexkretion von Mel und Rham als Marker fur intestinale Permeabilitat gilt
(70), mul} festgestellt werden, dal} in dieser Arbeit weder bei den untersuchten
nicht-6dematésen noch bei den dekompensierten Patienten mit CHI eine
Erhohung der Dunndarm-Permeabilitat vorliegt.

Der Sukralose-Test, der die Permeabilitat des Dickdarmes messen soll (58),
ergab ebenfalls keine signifikant unterschiedlichen Werte bei allen beteiligten
Gruppen dieser Studie, so dal® man nach diesen Ergebnissen nicht von einer
erhohten Dickdarm-Permeabilitdt ausgehen kann. Demnach konnte mit den in
der vorliegenden Arbeit angewandten Zuckertests bei den hier untersuchten
Studienteilnehmern besonders bei Patienten mit dekompensierter CHI keine

Erhohung der Darmwand-Permeabilitat nachgewiesen werden.

5.2 Intestinale epitheliale Funktionsstdrung

Bei Patienten mit CHI wurde eine endotheliale Funktionstérung beobachtet.
(25). Wenn der periphere Blutflu® in der CHI reduziert ist, konnten lokale
Ischamie und Hypoxie eine Stimulation von Monozyten und/oder Makrophagen
hervorrufen (2). Zur Unterstutzung dieser Annahme konnte gezeigt werden,
dal es bei der CHI eine inverse Beziehung zwischen peripherer
vasodilatatorischer Kapazitat und der Plasmakonzentration von TNF-a, sTNF-
R1 und sTNF-R2 gibt (3).

Die vorliegende Studie war in der Lage, eine signifikante Korrelation zwischen
einer verminderten Urinausscheidung von 30MD-Glu und Xyl mit einer
erhohten Serumkonzentration an proinflammatorischen Zytokinen und deren
Rezeptoren nachzuweisen, was die Frage nach Ursache oder Folge aufwirft.
Die Urinexkretion dieser beiden Zucker reflektiert die Enterozytenfunktion (69),

welche bei den untersuchten Patienten beeintrachtigt zu sein scheint (siehe
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Tabelle 2). Ein reduzierter intestinaler Blutfluly und/oder intestinale Stauung
kann zu einer epithelialen Funktionsstorung fuhren. Dies konnte eine erhdhte
Produktion von freien Sauerstoffradikalen und dadurch eine weitere
Enterozytenschadigung verursachen (54, 98). In Hinblick auf die freien
Sauerstoffradikale steht Harnsaure, die ein Substrat der Xanthinoxydase ist,
welche zu einem grofRen Teil im Darm lokalisiert ist (54), bei CHI in Beziehung
zu einem beeintrachtigten Sauerstoffmetabolismus (50) und einer erhdhten
Zytokinkonzentration (49). Aus diesem Grund konnten therapeutische
Interventionen, die auf die Wichtigkeit der intestinalen Funktion bei Patienten
mit CHI zielen, neue adjuvante Behandlungsstrategien eréffnen. Die Frage, ob
ein verminderter BlutfluR oder eine Flussigkeitsiberladung die intestinale
Funktionsstorung verursacht, konnte einen wichtigen Einflu® auf die Therapie
haben. Basierend auf der Annahme, dalk Odeme des Darmes die Ursache
sind - was wegen des Vorhandenseins von peripheren Venenstauungen zu
vermuten ist - konnte eine intensive Diuretikabehandlung helfen (64). Sollte es
der reduzierte Blutfluy im Darm sein, kdnnte eine inotrope Therapie oder eine
Einstellung der Patienten auf Substanzen, die die Endothelfunktion verbessern,
erforderlich sein. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dal} die
Hemmung des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (bekannt dafiur, die
vaskulare Endothelfunktion bei Patienten mit CHI zu verbessern (25)) im
Tiermodell die bakterielle Translokation und Mortalitat bei einer vom Darm
abgeleiteten Sepsis reduziert (29). Zusatzliche therapeutische Ziele, die es
wert sind, untersucht zu werden, sind unter anderem der Einsatz von
Antibiotika. Hier wurde bereits in anderen Studien Uber die Pravention von
Infektionen bei Patienten der Intensivstation berichtet, wodurch die
Uberlebenszeit (iberzeugend verbessert werden konnte (96). Auch
Medikamente, mit denen es moglich ware, die Darmwand-Integritat
wiederherzustellen, wie z. B. Allopurinol (81), kdnnten eingesetzt werden.

Bei den an der vorliegenden Studie teilnehmenden Patienten mit
dekompensierter CHI wurde durch die hier angewandten Zuckertests eine

mdgliche Beeintrachtigung der Enterozytenfunktion festgestellt.
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5.3 Bakterielle Translokation und intestinale Barrierefunktion

Bei Patienten, an denen eine aorto-koronare Bypass-Operation durchgefihrt
wurde und eine Erhohung der Darmwand-Permeabilitat mel3bar war, korrelierte
die Endotoxinamie nicht mit der Darmpermeabilitat (78). Eine Mdglichkeit ist,
dal die bakterielle Translokation nicht Uber den parazellularen Weg erfolgt, da
Bakterien und LPS relativ grolle amphiphile Molekile sind (83). Die im
Zuckertest angewendete Mel durchdringt die Darmwand selektiv parazellular.
So hatte sich dieser mogliche Weg der bakteriellen Translokation in einer

Erhohung der Mel-Exkretion widerspiegeln mussen.

Die hier gezeigte reduzierte Resorptionskapazitat fur 30OMD-Glu und Xyl,
reflektiert wahrscheinlich eine Abnormalitat der Enterozyten bei Patienten mit
dekompensierter CHI. Die verminderte Permeation dieser Monosaccharide
konnte eine Folge der Ischamie sein, welche als erstes die Spitzen der
Darmzotten betreffen wirde, wo der Carrier-vermittelte Transport stattfindet
(21, 42, 43). Sollte die bakterielle Translokation transzellular vonstatten gehen,
ist es wahrscheinlich, dal® sich durch die epitheliale Funktionsstérung die
Endotoxindmie verstarken konnte.  Wahrend krisenhafter Zustande bei
Krankheiten kann langer anhaltende oder wiederholte Exposition von
systemischem LPS oder damit im Zusammenhang stehenden Zytokinen
modglicherweise zu einer bedeutenden Gefahrdung der Integritat der
gastrointestinalen Mukosabarriere fuhren (67). LPS selber kann ebenfalls
direkt die intestinale Funktion durch einen NO-abhangigen Weg verschlechtern
(97, 98).

Obwohl die vorliegende Studie nicht die Frage beantworten konnte, ob die
bakterielle Translokation die Quelle der erhéhten Zytokinkonzentration bei den
Patienten ist, hat diese Arbeit gezeigt, dal® die LPS-Spiegel in enger Beziehung
zu den Konzentrationen von TNF-a und sTNF-R1 stehen, jedoch nicht zu IL-6
(siehe Abbildung 4). Dies lalkt vermuten, dal® die Produktion von IL-6 nicht

durch LPS ausgeldst wird. Vor kurzem konnte bei in vitro Studien an
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neonatalen Rattenkardiomyozyten der Nachweis erbracht werden, dal} die
IL-6-Freisetzung von Noradrenalin verursacht werden kann (63).

Laut der hier vorliegenden univariaten Analyse hat die Nierenfunktion einen
gewissen Einflu® auf die Ergebnisse der intestinalen Funktionstests. Da die
Beziehungen zwischen 30OMD-Glu und Xyl mit den Zytokinen bei Patienten mit
CHI klar unabhangig von der Kreatinin-Clearance sind, wird die Gultigkeit der
Vermutung bestatigt, dal’ intestinale Ischamie bei einigen Patienten mit CHI zu
einer Immunaktivierung fuhren kdnnte.

Die im Rahmen dieser Studie untersuchten dekompensierten Patienten hatten
deutlich erhohte Plasmakonzentrationen an LPS (siehe Tabelle 2) im Vergleich
zu den stabilen CHI-Patienten und den gesunden Kontrollen. Nach einer
Hypothese von Wells et al. (99) werden intestinale Bakterien von beweglichen
Phagozyten aufgenommen und auf die extraintestinale Seite transportiert.
Wenn die Pathogene nicht neutralisiert werden konnen, kommt es dann zu
einer Freisetzung. So werden die intestinalen Bakterien als ,fakultativ
intrazellulare Pathogene® bezeichnet. Diese mogliche Passage der
gramnegativen Darmbakterien vom Darmlumen in das Blut konnte mit den in
der vorliegenden Dissertation angewandten Zuckertests nicht ermittelt werden,
da diese zur Untersuchung des Phagozytoseverhaltens nicht geeignet sind.
Nach den Ergebnissen der hier durchgefuhrten Zuckertests, wird bei
dekompensierten CHI-Patienten eine Ischamie des Intestinums vermutet, die
mit einer verstarkten Translokation von gramnegativen Bakterien, deren
Bruchstiicken oder isolierten Endotoxinen aus der Darmflora (dem Haupt-
Endotoxin-Reservoir des Menschen) in das portale Stromgebiet einhergehen

konnte.

5.4 Korperimpedanz

Auch in anderen Bereichen aul3erhalb der Arbeiten zur Herzinsuffizienz besteht
ein wachsendes Interesse daran, die Korperfett-Analyse zu nutzen (14, 52), um
die Zusammensetzung des menschlichen Koérpers zu untersuchen. Dies ist
unter anderem im Sport und in der Ernahrungsforschung von Interesse, wobei

die Validitat dieser Methode fur diese Bereiche nachgewiesen ist (66).
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In der Forschung zur Herzinsuffizienz wurde dieses Analyseprinzip zu Hilfe
genommen, um Untersuchungen mit kachektischen Patienten durchzufuhren
und deren Korperfettgehalt festzustellen (76).

Von der beschriebenen Untersuchungsmethode ist bekannt, dal3 Elektrolyt-
enthaltende Flussigkeiten einen relativ geringen Widerstand haben, wahrend
Gewebe mit wenig Flussigkeit wie z. B. Knochen eine hohe Impedanz
aufweisen (6, 45). Mit Erhdhung des Korperwassergehaltes nimmt also der
Widerstand ab. In der vorliegenden Studie zeigen die Ergebnisse der
Korperwiderstandsmessung, dall dekompensierte Patienten mit schwerer
Herzinsuffizienz und klinisch sichtbaren Odemen signifikant verringerte
Korperimpedanzwerte aufwiesen. Bei den CHI-Patienten, die klinisch keine
Odeme hatten, wurden ahnliche Werte wie bei der Kontrollgruppe gemessen.
Die Korperwiderstandsmessung kénnte als ein MaB fir Uberwasserung bei
dekompensierten Patienten angewendet werden und hatte hier besondere
Bedeutung, um Veranderungen des ddematdsen Status bei jedem einzelnen

Patient zu erfassen.
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6 Schluf3folgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen vermuten, daf} bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz und akut aufgetretenen Odemen eine intestinale
epitheliale Funktionsstorung existiert, die entweder ein Ergebnis der
Darmwand-Ischamie und/oder der Darmwand-Stauung ist, und dal die
funktionale Veschlechterung des Darmepithels in Beziehung zu einer Erhéhung
der Zytokinkonzentration im Serum steht. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
signifikant erhdhte Endotoxin-Spiegel im Plasma bei akut dekompensierten
Patienten gemessen werden, die moglicherweise auf die Sauerstoff-
unterversorgung der Darmwand zurlckzufuhren sind. Die Frage, ob und vor
allem wie die bakterielle Translokation durch die Darmwand bei Patienten, wie
den hier untersuchten, stattfindet, bleibt Diskussionsgrundlage, da die
angewandten unterschiedlichen Zuckerresorption-Tests nur bedingt als Marker
fur bakterielle Translokation geeignet sind. Zur endgultigen Klarung dieser
Frage mufRten noch weitere spezifische Studien und Methoden angewandt
werden. Interventionen, die die Wiederherstellung der gestorten Darmwand-
funktion zum Ziel haben, konnten sich gunstig auf die Immunfunktion von

Patienten mit Herzinsuffizienz auswirken.



Veronika Astler 41

7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal die resorbierende Funktion des
Darmes von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHI) beurteilt.

Im Rahmen dieser Studie konnten die Untersuchungsergebnisse von Niebauer
et al. (64) bestatigt werden, dal® bei akut dekompensierten CHI-Patienten
erhdhte Endotoxin-Spiegel (LPS) in Verbindung mit einer Erhdéhung von
proinflammatorischen Zytokinen bzw. -Rezeptoren auftreten.

Diese Arbeit Uberprifte die Hypothese von Anker et al. (2), dal® eine
Veranderung der Darmwand-Permeabilitat (DP) mit gesteigerter bakterieller
Translokation und Endotoxamie bei Patienten mit akut aufgetretenen Odemen
sekundar zu einer Kreislaufuberlastung bei Herzinsuffizienz zu finden sein
konnte. Weiterhin wurde vermutet, dald bei diesen Patienten eine LPS-
Erhdhung im Blut zu einer Immunaktivierung fuhrt (siehe Abb. 2).

Zur Analyse dieser Hypothese wurden bei stabilen und akut dekompensierten
Patienten mit CHI sowie bei einem gesunden Kontrollkollektiv die
Plasmaspiegel auf Endotoxin und proinflammatorische Zytokine sowie deren
Rezeptoren Uberprift. Die Darmwand-Permeabilitdt und -Resorption wurden
mit Hilfe von Standard-Zuckertests untersucht, zu denen unter anderem
Indikatoren fur intestinale Ischamie gehorten. Fur die Beurteilung der DP des
Dunndarm nutzte man den Quotienten der Urinexkretionen von Melibiose/L-
Rhamnose, fur den Dickdarm die Sukralose-Ausscheidung. 3-O-Methyl-D-
Glukose (30OMD-GIlu) und D-Xylose (Xyl) unterliegen einer Carrier-vermittelten
Resorption und gelten als geeignete Testsubstanzen, um voribergehende
Darmwand-Ischamie zu erfassen (8, 70).

Akut dekompensierte Patienten wiesen hohere Plasmakonzentrationen an LPS
(0,55 £ 0,05 EU/ml, p = 0,0008), TNF-a (6,7 + 1,2 pg/ml, p = 0,002) und sTNF-
R1/2 (3353 £ 367 pg/ml, p < 0,0001; 4063 £ 312 pg/ml, p = 0,0002; ANOVA)
auf als nicht-6dematdése Patienten mit CHI und die gesunden
Studienteilnehmer. Die Ausscheidung von 30OMD-Glu und Xyl im Urin war bei
Patienten mit Odemen am geringsten (12,5 + 1,9 vs 23,7 + 2,5 vs 34,2 + 4,7%,
p = 0,0001 und 10,4 £ 1,7 vs 19,0 £ 1,9 vs 18,1 + 2,5%, p = 0,006), was auf

intestinale Ischamie hinweist. Unabhangig von Alter und Kreatinin-Clearance
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ergab sich eine negative Korrelation der Serumkonzentrationen von TNF-a und
sTNF-R1 mit der Urinausscheidung von 30OMD-Glu (R 2 = 0,58, p = 0,008;
R? = 0,65, p = 0,005) bzw. von Xyl (R*=0,48, p = 0,015; R?= 0,71, p = 0,001).
Die Urinexkretion der Marker fur die DP des Dunn- und Dickdarms
unterschieden sich zwischen den untersuchten Gruppen nicht signifikant und
korrelierten nicht mit zirkulierendem LPS. Patienten mit erhdhtem LPS-Spiegel
(>0,50 EU/ml) hatten ebenfalls die hochsten Serumkonzentrationen an TNF-a
und sTNF-R1, wobei sich die Plasmakonzentrationen von IL-6 nicht signifikant
unterschieden, was auf einen abweichenden Induktionsmechanismus

hindeutet.

Im Rahmen der vorliegenden Studie zur Untersuchung von Patienten mit CHI
wird durch die Verminderung der Ischamie-Marker (Carrier-vermittelter
Saccharidtransport) im durchgefuhrten Zuckertest vermutet, dald die Darmwand
der Patienten wahrend der akuten odematosen Exazerbation einer Ischamie
unterliegt. Die dadurch entstehende intestinale Funktionsstérung konnte
entweder durch eine mesenteriale Venenstauung, worauf die peripher zu
erkennenden Odeme hindeuten, oder durch einen allgemein reduzierten
Blutflud (38) verursacht sein. Die Schadigung der Darmwand kann
moglicherweise zur bakteriellen Translokation fuhren und den erhdhten
Endotoxin-Spiegel bei den dekompensierten Patienten erklaren. Die
Urinexkretionen der beiden Carrier-vermittelt transportierten Zucker stehen in
enger inverser Beziehung zu systemischen Zytokinkonzentrationen. Intestinale
Ischamie konnte bei einigen Patienten mit CHI zu Immunaktivierung fihren.

AuRerdem scheint es eine enge Beziehung zwischen TNF-a und dem sTNF-R1
zu der Aktivitdt von Endotoxin zu geben. Diese Daten lassen vermuten, dal}
Endotoxin ein Ausléser der Immunaktivierung bei Patienten mit CHI wahrend

einer ddematdsen Episode ist.
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9 Thesen

1. Die Herzinsuffizienz ist das haufigste kardiale Erkrankungsbild mit
weltweit mehreren Millionen Patienten und wachsender Pravalenz.
Mit Ausnahme des Bronchialkarzinoms hat die Herzinsuffizienz eine
schlechtere 5-Jahres-Uberlebensrate als die vier am haufigsten
vorkommenden malignen Tumoren bei beiden Geschlechtern. Dies
zeigt, dald die Pathophysiologie und die Therapiemdoglichkeiten noch

nicht ausreichend erfaf3t sind.

2. Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wurden wiederholt
erhohte Plasmaspiegel von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a
beschrieben, die mit einer gesteigerten Mortalitat im Zusammenhang

stehen. Die Ursache der Zytokinproduktion ist nicht bekannt.

3. Mit der vorliegenden Arbeit wurde eine Hypothese untersucht, die
annimmt, daf} bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Stadium
der Dekompensation eine mesenteriale Venenstauung auftritt. Dabei
kommt es durch Veranderungen der Darmwand zu einer bakteriellen
Translokation, wobei die Endotoxin-Freisetzung zur Immunaktivierung
fuhrt.

4. Zur Beurteilung der Darmwand-Permeabilitat des Dunndarms wurde der
Quotient aus der Urinausscheidung von Melibiose/L-Rhamnose
herangezogen, fir die Dickdarm-Permeabilitdt die Sukraloseaus-
scheidung. 3-O-Methyl-D-Glukose und D-Xylose werden Carrier-
vermittelt resorbiert und gelten als geeignete Testsubstanzen, eine

vorubergehende Darmwand-Ischamie zu erfassen.

5. Die Plasmakonzentrationen von Endotoxin, TNF-a und l6slichen TNF-
Rezeptoren 1 und 2 liegen bei dekompensierten Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz verglichen mit den anderen untersuchten

Studiengruppen am hdchsten.
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10.

11.

Endotoxin korreliert signifikant mit TNF-a und I6slichen TNF-Rezeptoren
1 und 2, jedoch nicht mit IL-6, was auf einen unterschiedlichen

Induktionsmechanismus hindeutet.

Aus den ermittelten Daten der angewandten Zuckertests konnen bei den
teiinehmenden Gruppen keine Veranderungen der Darmwand-

Permeabilitat des Dinn- und Dickdarms festgestellt werden.

Der aktiv und der passiv Carrier-vermittelte Saccharidtransport bei
O0dematdsen Patienten ist signifikant vermindert und es besteht eine

negative Korrelation mit der systemischen Zytokinkonzentration.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dald die Darmwand der Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz wahrend einer 6dematdsen Episode
einer Ischamie unterliegt, die entweder durch eine mesenteriale
Venenstauung oder einen allgemein reduzierten Blutflul® verursacht sein

kann.

Die Schadigung der Darmwand fuhrt mdglicherweise zu einer
vermehrten bakteriellen Translokation mit systemischer Endotoxin-
Erhohung. Diese gesteigerte Endotoxin-Exposition konnte ein wichtiger

Stimulus fur die Immunaktivierung sein.

Die vorliegende Arbeit deutet auf Interventionsmoglichkeiten hin, mit
denen sich eine Therapie zur Wiederherstellung der gestorten
Darmwandfunktion gunstig auf die Immunaktivierung von Patienten mit
Herzinsuffizienz auswirken konnte. Diese Studie kann als Ausgangs-

punkt fur weitere Untersuchungen genutzt werden.
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