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1 Einfiihrung

Sepsis ist die dritthaufigste Todesursache nach koronarer Herzkrankheit und akutem
Myokardinfarkt (Engel et al. 2007). Derzeit versterben in Deutschland jahrlich ca.
60.000 Menschen an der Sepsis und ihren Folgen (Engel et al. 2007). Die antimikro-
bielle Therapie stellt neben der Herdsanierung einen der wichtigsten Eckpfeiler der
kausalen Therapie der Sepsis dar. Synthetisch hergestellte antimikrobielle Peptide
gewinnen dabei als neue additive Therapeutika bei wachsenden Resistenzen von Bak-
terien gegentiber konventionellen Antibiotika (Kresken et al. 2009) an Bedeutung.
Die Heparanase und Heparansulfat-Proteoglykane Syndekan-1 und Perlekan agie-
ren als Modulatoren in inflammatorischen Prozessen (Li und Vlodavsky 2009). Die
Regulierung ihrer Genexpression in der polymikrobiellen Sepsis und die Auswirkun-
gen antimikrobieller Peptide auf diese ist bisher nicht geklart. Ziel dieser Arbeit ist
es daher, die Genexpression von Heparanase und der Heparansulfat-Proteoglykane
Syndekan-1 und Perlekan in einem murinen Modell der Sepsis ohne spezifische Be-
handlung und unter der Therapie mit dem synthetisch hergestellten antimikrobiellen

Peptid 19.2-5 in mehreren Organen zu untersuchen.

1.1 Sepsis

Der von Hippokrates ca. 400 vor Chr. definierte medizinische Terminus “Sepsis”
beschreibt eine bis in die Gegenwart gefiirchtete Komplikation von Infektionser-
krankungen. Um 1000 n. Chr. konnte Ibn Sina die von Hippokrates beschriebene
“Faulnis” in Zusammenhang mit Fieber beobachten. Robert Koch erkannte Bakte-
rien als Erreger der Sepsis und Hugo Schottmiiller zeigte 1914 deren Toxinwirkung

(Schottmiiller 1914).
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1.1.1 Definitionen

Grundlage der aktuell giiltigen Definition einer Sepsis stellen die Kriterien der Kon-
sensuskonferenz aus dem Jahre 1992 des American College of Chest Physicians und
der Society of Critical Care Medicine (SCCM) dar. Demnach bezeichnet der Begriff
Sepsis eine systemische Immunantwort des Organismus als Reaktion auf Infektionen.
Kommt es zu einer ,,Sepsis-dhnlichen Immunantwort, auch aufgrund einer anderen
Ursache, so wird dies als SIRS (,,Systemic Inflammatory Response Syndrome”) be-
zeichnet. Das Krankheitskontinuum Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock
wird iiber eine Kombination aus Vitalparametern, himodynamischen Daten und
Organfunktionen definiert, die in Tabelle 1.1 im Uberblick dargestellt sind (Bone
et al. 1992, Reinhart 2007, Reinhart et al. 2010).

Tabelle 1.1: Definitionen SIRS, Sepsis und septischer Schock nach Reinhart et al. 2010.

Systemic inflammatory response syndrome (SIRS)

- Korperkerntemperatur > 38°C oder < 36°C

- Tachykardie > 90/min
- Tachypnoe > 20/min oder paCO; < 30mmHg
- Leukozyten > 12.000/u1, < 4.000/u1 oder > 10% unreife Neutrophile

Sepsis

- 2 oder mehr SIRS-Kriterien mit vermuteter oder nachgewiesener Infektion

Schwere Sepsis (Sepsis mit wenigstens einer Organdysfunktion)

- Akute Enzephalopathie (eingeschrénkte Vigilanz, Desorientiertheit)

- Kardiovaskuldr (Hypotension, Katecholaminpflicht)

- Renal (Diurese < 0, 5ml/kg/h fiir mindestens 2 Stunden)

- Respiratorisch (paOy/FiO, < 250)

- Hepatisch

- Hamatologisch (Thrombozyten < 80G /L oder Abfall um > 30%)

- Metabolisch (pH < 7,30 oder Basendefizit > 5mmol/1 & Laktat > 1, 5fach)

Septischer Schock

Sepsis-induzierte Hypotension (systolischer art. Blutdruck < 90mmHg oder mitt-

lerer arterieller Blutdruck < 60mmHg) tiber wenigstens eine Stunde trotz adaqua-
ter Volumenzufuhr, zusammen mit Verdnderungen der Perfusion (Laktazidose,
Oligurie, Verwirrtheit) oder Vasopressoreinsatz
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1.1.2 Epidemiologie und 6konomische Aspekte

Die Inzidenz der Sepsis auf deutschen Intensivstationen betréagt derzeit etwa 154.000
Félle pro Jahr (Engel et al. 2007). Bei etwa 75.000 Féllen handelt es sich um eine
schwere Sepsis oder einen septischen Schock. Die Mortalitdat der schweren Sepsis liegt
bei ca. 47% (Angus et al. 2001), die des septischen Schocks bei tiber 60% (Engel et al.
2007). Die Behandlungskosten der Sepsis stellen eine erhebliche 6konomische Last
fiir das Gesundheitssystem dar. In Deutschland fallen etwa 30% der Gesamtkosten
der Intensivmedizin fiir die Sepsisbehandlung an (Brunkhorst 2006, Moerer und

Burchardi 2006).

1.1.3 Pathophysiologie der Sepsis

Der Krankheitsverlauf der Sepsis zeigt klinisch und immunologisch einen bipha-
sischen Verlauf. Der Prozess der Sepsis beginnt mit der generalisierten Reakti-
on des Korpers auf ein lokales Pathogen. In der dann initial ablaufenden Phase
kommt es zur unkontrollierten Freisetzung von Monozyten, Makrophagen, neutro-
philen Granulozyten sowie pro-inflammatorischen Mediatoren wie Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-«), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6), Komplementfak-
toren (C3, C5a), Interferon-y (IFN-v), reaktiven Sauerstoffspezies und Stickstoff-
monoxid (NO) (Cohen 2002). In der sich anschliefsenden Phase folgt die Freisetzung
anti-inflammatorischer Mediatoren wie Interleukin-10 (Cohen 2002, Kox et al. 1997).

Entscheidend ist das Ausmaf der Reaktion des Patienten auf die auslésende Noxe.
Nach initial sinnvoller Abwehrreaktion des Korpers auf den pathogenen Stimulus so-
wie den Versuch seiner Elimination entsteht beim Versagen dieser Mechanismen kon-
sekutiv eine unkontrollierte und iiberschiefende Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine, die neben ihrer eigentlichen Aufgabe, den Keim zu eliminieren, auto-
destruktive Schédigungen korpereigener Zell- und Organsysteme verursachen

(Hotchkiss und Karl 2003).
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Das Spektrum bakterieller Erreger, die einer Sepsis zugrunde liegen, weist etwa zur
Hélfte Gram-positive und Gram-negative Bakterien auf (Angus et al. 2001, O’Neill
et al. 2012). Weitere urséchliche Erreger sind Viren und Pilze, darunter hauptséch-
lich Candida Spezies (Angus et al. 2001). Jedoch sind generell alle Erreger in der
Lage, eine Sepsis zu induzieren. Beim Zerfall Gram-negativer Bakterien werden En-
dotoxine (Lipopolysaccharide «LPSy) freigesetzt (Morrison 1998). Gram-positive
Bakterien besitzen keine Endotoxine. Bestandteile ihrer Zellwand (Peptidoglykane,
Lipoteichonséure) konnen jedoch ebenfalls iiber eine Bindung von Zelloberflichen-

rezeptoren pro-inflammatorische Kaskaden induzieren (Cohen 2002).

Lipopolysaccharide (LPS) von Gram-negativen Bakterien bilden als Hauptkompo-
nenten der Auflenseite der duferen Membran mit ihren Lipid-A Anteilen einen
der potentesten Virulenzfaktoren in Bezug auf die Aktivierung des Immunsystems.
Freigesetztes LPS bindet nach Komplexbildung mit Lipopolysaccharid-Bindungs-
Protein (LBP) an einen membrangebundenen (mCD14) oder 16slichen Rezeptor
(sCD14) (Cohen 2002, Couturier et al. 1991). CD14 negative Zellen (Dendritische
Zellen, Fibroblasten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen) sind somit ebenfalls in
der Lage, iiber den l6slichen Rezeptor (sCD14) mit LPS in Kontakt zu treten (Frey
et al. 1992). Zu den mCD14 exprimierenden Zielzellen zédhlen Monozyten, Makropha-
gen, Endothelzellen, Granulozyten und Lymphozyten. Nach Bindung des LPS-LBP-
Komplexes iiber den CD14-Rezeptor erfolgt die Signaltransduktion iiber einen Toll-
like-Rezeptorkomplex (TLR4-MD2-Komplex). Uber weitere intrazelluldre Schritte
resultiert der Signalweg in der Translokation des Transkriptionsfaktors NFxB in
den Zellkern. Die hierdurch aktivierten Makrophagen und Monozyten sezernieren so-
wohl direkt zytotoxische Komponenten (Proteinasen, freie Radikale, Stickstoffmon-
oxid «NO») als auch pro-inflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-a
(TNF-a), Interferon-y (IFN-v), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6). Die-
se Zytokine induzieren die Synthese und Expression verschiedener Mediatoren und
aktivieren ihrerseits zusétzlich Makrophagen und Monozyten (Cohen 2002). Die be-

schriebenen Ablaufe sind zusammenfassend in Abbildung 1.1 dargestellt.
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Abbildung 1.1: Signalweg nach Bindung des LPS-LBP-Komplexes. (A) Komplexbildung von Li-
popolysaccharid (LPS) und Lipopolysaccharid-Bindungs-Protein (LBP). (B) Bindung des LPS-
LBP-Komplexes iiber CD14 an den Toll-like-Rezeptorkomplex (TLR4-MD2-Komplex). (C) Ak-
tivierung und Translokation in den Zellkern des Transkriptionsfaktors NFxB. (D) Produktion
und Freisetzung von Zytokinen.

Die in dieser Arbeit im Plasma gemessenen Zytokine und Chemokine werden nun im

Folgenden im Hinblick auf ihre Eigenschaften wahrend der Sepsis nédher beschrieben:

Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-«) bewirkt als pro-inflammatorisches Zytokin die
klinischen Symptome der Sepsis (Fieber, Tachykardie, Vasodilatation) und indu-
ziert aus aktivierten Immunzellen die Ausschiittung weiterer pro-inflammatorischer
Zytokine. Er wirkt somit als Multiplikator des Endotoxineffekts (Damas et al. 1989).
TNF-« fordert die Adhérenz der Granulozyten am Endothel und stimuliert die Ex-
pression von Adhésionsmolekiilen auf Zelloberflichen zur interzellularen Kommu-
nikation (Cohen 2002, Damas et al. 1989). In klinischen Studien konnten erhdhte
Spiegel von TNF-a im Plasma septischer Patienten gemessen und eine Korrelati-

on zwischen TNF-a-Spiegel und schlechterem Outcome der Patienten nachgewiesen
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werden (Casey et al. 1993, Zanotti et al. 2002). TNF-« stimuliert gemeinsam mit
IL-1 unter Mitbeteiligung des “Platelet Activating Factors” die gesteigerte Bildung
der NO-Synthase, die iiber endogenes NO eine Vasodilatation hervorruft (Cohen
2002). In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass die Exposition
von TNF-a einen Einfluss auf die mRNA- und Proteinexpression von Heparanase
und das Heparansulfat-Proteoglykan Syndekan-1 hat (Edovitsky 2006, Haywood-
Watson et al. 2011).

Interferon-y (IFN-7) zéhlt ebenfalls zu den pro-inflammatorischen Zytokinen und
wird iiberwiegend von stimulierten T-Lymphozyten produziert. IFN-v hat eine
antivirale und antiproliferative Aktivitdt und verstiarkt die Zytotoxizitdt von
TNF-a. Des Weiteren aktiviert IFN-y Makrophagen zur Tumorzerstorung oder Pha-
gozytose von Bakterien und verstarkt die Zytotoxizitat von Natiirlichen Killerzellen
(Leng et al. 2012). Aus in vitro Untersuchungen ist bekannt, dass die Exposition mit
IFN-7 zu einer Erhthung der mRNA Expression von Heparanase (Edovitsky 2006)
und einer dosisabhéngigen Suppression der mRNA Expression des Heparansulfat-
Proteoglykans Perlekan (Ramasamy et al. 1995, Tufvesson und Westergren-Thorsson
2000) fiihrt.

Interleukin-6 wirkt als weiteres pro-inflammatorisches Zytokin synergistisch mit
TNF-a. An Endothelzellen bewirkt es die Expression spezifischer endothelialer Ad-
hasionsmolekiile, die zusammen mit der stimulierten Expression von Adhésionsmo-
lekiilen auf der Oberflache von Leukozyten zur Diapedese dieser in das Interstitium
fithrt (Couturier et al. 1991, Rothlein und Mainolfi 1991). Auf neuroendokriner Ebe-
ne induziert IL-6 im Thalamus eine Temperaturerh6hung sowie die Freisetzung von
Corticotropin Releasing-Hormon (CRH), was zu einer Ausschiittung von Cortisol
aus der Nebenniere fithrt (Heinrich et al. 1990). Auch hohe Spiegel von IL-6 korre-

lieren mit schlechterem Outcome von Patienten in der Sepsis (Zanotti et al. 2002).
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Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1) ist ein pro-inflammatorisches Chemo-
kin der Klasse CC (CCL-2) und wirkt chemotaktisch auf Makrophagen, Mono-
zyten und T-Lymphozyten (Tsutsumi 2003, Carr et al. 1994). Der Rezeptor fiir
MCP-1 (CCR2) wird konstitutiv auf basophile Granulozyten, Monozyten und den-
dritischen Zellen exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von transfizier-
ten Zellen, die eine inaktive Form von MCP-1 exprimieren, die renale Entziindung
in einem Modell der Lupusnephritis unterdriicken kann (Hasegawa et al. 2003). Bei
MCP-1-defizienten Mausen kommt es in einem Modell des Typ 1 und Typ 2 Diabetes
zu einer Verlangsamung der Progression der diabetischen Nephropathie mit Reduk-
tion der Glomerulosklerose und der interstitiellen Fibrose (Chow et al. 2006a, Chow
et al. 2006b). In der Sepsis ist MCP-1 im Plasma von Patienten erhéht (Bossink
et al. 1995).

Interleukin-10 gehort zu den anti-inflammatorischen Zytokinen und wird von ak-
tivierten Monozyten, Makrophagen und T-Zellen produziert. Entscheidend fiir die
anti-inflammatorische Wirkung von IL-10 ist die Hemmung der Synthese und Freiset-
zung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, und TNF-a durch Lymphozyten, Ma-
krophagen und Monozyten und neutrophile Granulozyten (Kaur et al. 2006, Wang
et al. 1994). Daneben hemmt IL-10 die pro-koagulatorische Wirkung von TNF-«
(Zanotti et al. 2002).
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1.1.4 Multiorganversagen und septischer Schock

Der Begriff Multiorganversagen (MOV) wurde 1992 in der Konsensuskonferenz des
American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine
(SCCM) als das gleichzeitige Auftreten von Funktionsstérungen von zwei oder mehr
Organe, welche nur durch therapeutische Interventionen beseitigt werden konnen,
beschrieben (Bone et al. 1992). Im Rahmen einer schweren Sepsis kommt es hiufig
zu einem Multiorganversagen von Lunge, Niere, Leber, Herz und Gehirn in un-
terschiedlicher Reihenfolge. Die entscheidenden Faktoren in der Entstehung dieser
Organfunktionsstorungen sind die Mangelperfusion und Hypoxie der Gewebe. Ur-
sachlich bedingt sind diese durch das Zusammenspiel mehrerer pathologischer Pro-
zesse (Cohen 2002, Landry und Oliver 2001). In Abbildung 1.2 dieser Arbeit sind
die Zusammenhénge der folgend néaher erlduterten pathologischen Prozesse zusam-

menfassend dargestellt.

(1) Koagulation: Durch Freisetzung Plittchen-aktivierender Faktoren (PAF) und die
Expression des “tissue-factors” auf Endothelzellen kommt es zur Aktivierung des Ge-
rinnungssystems. Die daraus entstehenden Mikrothromben fiihren zur Okklusion der

kleinen Geféafte und dem klinischen Bild der disseminierten intravasalen Gerinnung

(DIC) (Williams und Hellewell 1992).

(2) Hdmodynamik: Durch Stimulation der endothelialen NO-Synthase entsteht ver-
mehrt der vasodilatatorische Mediator Stickstoff (NO), der die vaskulére glatte Mus-
kulatur relaxiert. Es resultiert eine arterielle Hypotension, ein septischer Schock
(De Kock et al. 2010). Die hohen zirkulierenden Spiegel von NO bedingen des Wei-
teren eine reduzierte myokardiale Kontraktionskraft und ein reduziertes Schlagvolu-

men (De Kock et al. 2010).
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(3) Endotheliale Permeabilitit: Durch Modulation der endothelialen Glykokalyx ent-
steht eine verminderte Barrierefunktion des Endothels. Die erhohte vaskulédre Per-
meabilitdt resultiert in einem Kapillarleck und fiihrt zu einer massiven Volumen-
verschiebung ins Interstitium mit Odembildung. Die Folge ist ein intravasaler Volu-
menmangel, der die Entstehung des septischen Schocks weiter aggraviert (De Kock

et al. 2010, Lee und Slutsky 2010).

Lipoproteine Lipopolysaccharide
2 e Lo
T 3 Q=
=== = @ @& o . (S° 4
Endothel Neutrophile Makrophagen
I
PAF, tissue factor Zytokine
Kapillarleck Reduzierte EF Volumenmangel
\ i J
Mikrovaskulare Okklusion Kreislaufdepression
s I I N\
Koagulopathie Hypoxie Mangelperfusion Vasodilatation
| : : |

—— Sepsis und Multiorganversagen —

Abbildung 1.2: Pathophysiologie der Sepsis und des Multiorganversagens. Die Exposition von
Lipopolysacchariden und Lipoproteinen stimuliert die Freisetzung von Zytokinen aus Neutro-
philen und Makrophagen, die durch Bildung eines Kapillarlecks mit resultierendem intravasalem
Volumenmangel und einer Reduktion der kardialen Pumpfunktion (EF) mafgeblich zur Kreis-
laufdepression beitragen. Das Endothel exprimiert pro-koagulatorische Faktoren (PAF, tissue
factor). Mikrovaskuldre Okklusionen und die Kreislaufdepression resultieren in der Mangelper-
fusion und Hypoxie der Organe. (Modifiziert nach Cohen 2002).
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1.1.5 Therapeutische Optionen

Ein moglichst frithzeitiger Behandlungsbeginn ist entscheidend fiir die Qualitat der
Sepsis-Therapie und damit fiir die Uberlebenschance des Patienten. Die vollsténdige
Sanierung der septischen Infektionsquelle stellt dabei die Grundvoraussetzung einer
erfolgreichen Therapie dar (Barie et al. 2004, Wacha et al. 1999). In klinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass die Zeitspanne zwischen dem Auftreten der
septischen Symptomatik und der Beherrschung des septischen Fokus das Outcome
des Patienten mafigeblich bestimmt (Kaiser und Cerra 1981, Koperna und Schulz
2000).

Die antimikrobielle Therapie stellt dabei neben der Herdsanierung einen der wich-
tigsten Eckpfeiler der kausalen Therapie der Sepsis dar. Ein wesentlicher Risikofak-
tor fiir die erhohte Sterblichkeit an Sepsis ist die initial inaddquate antimikrobielle
Therapie (Kumar et al. 2006). Wichtiges Grundprinzip ist hierbei, neben des friithzei-
tigen Einsatzes, die individuelle und den lokalen Resistenzen angepasste Gabe eines
Breitspektrumantibiotikums in ausreichendem Wirkspiegel (Bodi et al. 2001). Nach
mikrobiellem Keimnachweis wird im Sinne einer Deeskalationsstrategie der Wechsel
auf ein Antibiotikum mit engerem Wirkspektrum empfohlen, um Resistenzentwick-

lungen zu verringern (Dellinger et al. 2008).

Die Erreger der Sepsis entwickeln konsekutiv neue Resistenzmechanismen gegen-
tiber konventionellen Antibiotika (Kresken et al. 2009). In den letzen 10 Jahren en-
standen unter anderem extended-spectrum [-Lactamase produzierende Enterobak-
terien (ESBL) und Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE), sowie Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus (MRSA) (Kollef 2000, Kresken et al. 2009). Die
Zunahme an resistenten Erregern bedingt eine zunehmend inadéquate empirische
antibiotische Therapie, die einen negativen Einfluss auf das Uberleben der Patien-

ten hat (Cosgrove 2006, Kang et al. 2005).

10
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1.2 Antimikrobielle Peptide

Bereits 1957 wurde die Existenz antimikrobieller Substanzen in Gewebe, Blut und
Lymphe beschrieben und ihnen eine Beteiligung an einer Vielzahl von Mechanismen
der frithen Immunabwehr zugesprochen (Skarnes und Watson 1957). 1998 konnte ge-
zeigt werden, dass diese Substanzen nicht nur ein bedeutender Teil der angeborenen
Immunitét sind, sondern auch in direktem Kontakt mit der adaptiven Immunant-

wort stehen (Andreu und Rivas 1998).

Zu den natiirlich vorkommenden Antimikrobiellen Peptiden (AMP) zéhlen die bei-
den Gruppen der Defensine: a- und -Defensine (Schuerholz et al. 2012, Steinstraes-
ser et al. 2009). Die Gruppe der a-Defensine (HAD) umfasst neben drei weiteren
Mitgliedern die Familie der ,human neutrophil peptides® (HNP1-3). Diese Peptide
werden von polymorphkernigen Leukozyten sezerniert und weisen neben ihrer anti-
mikrobiellen Aktivitit gegen Bakterien und Viren eine Funktion in der Regulierung
von Zytokinen und Komplementfaktoren auf (Schuerholz et al. 2012, Steinstraes-
ser et al. 2009). Epithelzellen sezernieren die Gruppe der [-Defensine (HBD1-3).
Diese zeigen eine antimikrobielle Aktivitat gegen Bakterien, Viren und Pilze. Da-
neben wird eine Runterregulierung der Expression pro-inflammatorischer Zytokine
(TNF-a, IL-6) in Makrophagen nach LPS-Exposition durch HBD3 in vivo und in
vitro ausgelost (Schuerholz et al. 2012, Steinstraesser et al. 2009).

In der schweren Sepsis und im septischen Schock sind Antimikrobielle Peptide (AMP)
der Gruppe a-Defensine im Plasma von Patienten im Vergleich zu nicht-septischen

Patienten erhoht (Berkestedt et al. 2010).

Konventionelle Antibiotika setzen durch ihre bakterizide Wirkung Wandbestandteile
von Bakterien frei, die ihrerseits direkt eine pro-inflammatorische Kaskade induzie-
ren (Morrison 1998). Im Gegensatz dazu besitzen AMP die Eigenschaft Bakterien
zu toten und deren freigesetzte Wandbestandteile zu neutralisieren, was eine nach-
geschaltete Inflammations-Kaskade verhindert (Brandenburg et al. 2011). AMP in-

duzieren das "bacterial killing"durch das Inhibieren der Zellwand- und Nukleinsau-
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rensynthese sowie durch Porenbildung der Zellwand mit resultierender osmotischer

Zytolyse (Brogden 2005).

Wie in Abbildung 1.3 illustriert, verhindern sie eine Stimulation der Inflammations-
Kaskade auf verschiedene Arten (Brandenburg et al. 2011, Steinstraesser et al. 2009):
AMP binden direkt an Lipopolysaccharide und verhindern deren Bindung an LPB
(Abbildung 3A) (Rosenfeld und Shai 2006, Nagaoka et al. 2001, Brandenburg et al.
2003). Daneben konkurrieren AMP mit LPS um die Bindungsstelle am TLR4 (Ab-
bildung 3B) (Rosenfeld und Shai 2006, Nagaoka et al. 2001, Brandenburg et al.
2003) und inhibieren die Translokation von NFxB in den Zellkern (Abbildung 3C)
(Mookherjee et al. 2006).

o®%
@, ..,’.. NFKB \(
Zytokine

Abbildung 1.3: Wirkmechanimsen antimikrobieller Peptide in der Sepsis. (A) AMP binden an
Lipopolysaccharide (LPS), (B) AMP konkurrieren mit LPS um die Bindungsstelle am TLR4, (C)
AMP inhibieren die Translokation von NFxB in den Zellkern. (Modifiziert nach Steinstraesser
2009).
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1.2.1 Polypeptidantibiotikum Polymyxin B

Polymyxin B gehort zur Gruppe der Polypeptidantibiotika und dient in den Un-
tersuchungen zu vorliegender Arbeit als Vergleich zur Therapie mit Peptid 19.2-5.
Wie auch Polymyxin E (Colistin) ist Polymyxin B ein hochpotentes Endotoxin-
spezifisches Peptidantibiotikum. Eine hohe Neuro- und Nephrotoxizitat limitiert je-
doch den systemischen Einsatz in der Humanmedizin (Falagas und Kasiakou 2006).
In den letzten Jahren ist es moglich geworden Hamoperfusionsfilter, welche mit Po-
lymyxin B versehen sind, herzustellen. Bei deren Einsatz werden sowohl Endotoxine
wie auch mit Endotoxin bestiickte (und somit aktivierte) Monozyten von Polymy-
xin B gebunden und aus der Zirkulation entfernt, ohne dass Polymyxin selbst in die
Blutbahn gelangt. Der Polymyxin B bestiickte Filter kann mittels iiblicher Hamofil-
trationsgerite parallel zur Hamofiltration verwendet werden (Cruz et al. 2009). Ne-
benwirkungen sind bisher, abgesehen von den {iblichen Problemen extrakorporaler
Therapieverfahren (Leitung, Antikoagulation, Hypothermie usw.), nicht beschrieben

(Schmidig et al. 2011).

1.2.2 Synthetisch hergestellte antimikrobielle Peptide

Die wachsende Resistenz von Bakterien gegeniiber konventionellen Antibiotika (Kres-
ken et al. 2009) verstirkt Bestrebungen, AMP als additive Wirkstoffe im klinischen
Einsatz zu entwickeln. Im Vergleich zu vorhandenen konventionellen anti-infektiven
Therapeutika gibt es bislang keine Hinweise auf eine Resistenzentwicklung von Bak-

terien gegeniiber AMP (Hancock und Sahl 2006).

Der systemische Einsatz von natiirlich vorkommenden AMP als Therapeutika ist
jedoch durch deren hohe Neuro- und Nephrotoxizitit sowie die hamolysierende Ei-
genschaft limitiert (Gordon et al. 2005). 1996 gelingt es, ein Peptid (cLALF22) zu
synthetisieren, das eine Affinitéit zu dem Lipid A Teil von LPS aufweist (Ried et al.
1996). In Weiterentwicklungen werden Peptide synthetisiert, die auch in geringerer

Konzentration eine addquate Affinitdt aufweisen. Jedoch zeigt sich bei diesen Pep-
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tiden weiterhin eine hohe Zytotoxizitit bei einer geringen Spezifitdt (Andra et al.

2007, Pan et al. 2007).

Das synthetisch hergestellte antimikrobielle Peptid 19.2-5 (siehe Tabelle 1.2) inhi-
biert bereits bei einem 3:1 Verhéltnis von Peptid zu LPS die LPS induzierte Sekre-
tion pro-inflammatorischer Zytokine (Gutsmann et al. 2010). Der molekulare Wirk-
mechanismus der LPS-Neutralisation durch Peptid 19.2-5 beruht hierbei auf einer
Konformationsdanderung des Lipid-A Anteils von LPS. Die kubische Struktur des
hydrophoben Lipid-A Teils konvertiert nach Bindung des Peptids in eine inaktive,
multilamellére Struktur (Gutsmann et al. 2010).

Weiterfiihrende Untersuchungen belegen eine anti-inflammatorische Aktivitdt von
Peptid 19.2-5 ebenfalls bei Gram-postitiven Bakterien. In einem Zellversuch ist die
Sekretion von TNF-a nach Exposition sowohl von Staphylococcus aureus als auch
von Mycobacterium tuberculosis inhibiert (unveréffentlichte Daten, personliche Kor-
respondenz mit Prof. K. Brandenburg, Forschungszentrum Borstel, Leibniz Zentrum

fiir Medizin und Biowissenschaften).

Daneben hat Peptid 19.2-5 ebenfalls ein breites Spektrum anti-viraler Aktivitét.
In Zellversuchen inhibiert Peptid 19.2-5 den Eintritt des Humanen Immundefizienz
Viruses 1 (HIV-1), des Herpes simplex Viruses 1 und 2 (HSV-1, HSV-2) und des
Hepatitis B und C Viruses (Krepstakies et al. 2012).

In Versuchen, die der vorliegenden Arbeit vorangingen, konnte in einem murinen
Sepsismodell gezeigt werden, dass unter intravendser Applikation von Peptid 19.2-5
die Inflammation gehemmt und damit die Schwere der Sepsis limitiert wird (Dom-

ming et al. 2011).

Tabelle 1.2: Peptid 19.2-5

Peptid Peptid-Sequenz Molekulargewicht

Peptid 19.2-5 GCKKYRRFRWKFKGKFWFWG | 2771 kDa
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1.3 Glykokalyx des Endothels

Dem Endothel obliegt, sowohl physiologisch in der erfolgreichen Infektabwehr ei-
nerseits als auch pathophysiologisch in der persistierenden und sich ausbreitenden
Infektion andererseits, eine mafigebliche Funktion. Es bedeckt als einschichtige Bar-
riere zwischen Gewebe und Blut eine Flidche von iiber 1000 m? (Jaffe 1987). Die
endotheliale Glykokalyx wurde bereits vor iiber 70 Jahren beschrieben (Danielli
1940). Heute ist bekannt, dass diese kohlehydratreiche Schicht an der luminalen Seite
des vaskuldren Endothels mit gebundenen Plasmaproteinen eine Oberflichenschicht
(“endothelial surface layer”) bildet, die mit etwa 1 pm die Dicke der eigentlichen
Endothelzellen meist iiberschreitet (Pries und Kuebler 2006). Als Zuckerstruktur
beinhaltet sie negativ geladene Proteoglykane, Glykoproteine und Glycosaminogly-
kane (Jackson et al. 1991, Noble et al. 2008, Reitsma et al. 2007).

Die Hauptvertreter dieser endothelialen Proteoglykane sind Heparansulfat-Proteo-
glykane, Chondroitinsulfat-Proteoglykane sowie Hyaluronane. Diese werden durch
das Endothel gebildet und bauen eine basale Endothelschicht auf. Daneben tragen
16sliche Molekiile endothelialer oder plasmatischer Herkunft zum Bau eines weiteren
Teils der Glykokalyx bei. Durch diese 16slichen Komponenten entstehen Kommunika-
tionen unter den Proteoglykanen. Es resultiert ein dem Umbau fortwéhrend unterlie-
gendes Netzwerk, das eine stindige Anderung der Dicke und Zusammensetzung der
Glykokalyx bedingt (Lipowsky 2005, Raman et al. 2005). Die in Abbildung 1.4 zu-
sammenfassend dargestellten Funktionen dieser endothelialen Glykolipidschicht sind

vielfaltig und hauptséachlich durch die Lage zwischen Blut und Gewebe bestimmt:

(1) Permeabilitit: Die Glykokalyx stellt eine Diffusionsbarriere fiir Plasmamolekii-
le dar und ist somit mafsgeblich an der Regulierung der vaskuldren Permeabilitét

beteiligt (Henry und Duling 1999, Reitsma et al. 2007).

(2) Adhdasion: Durch ihre negative Ladung verhindert die Glykokalyx eine direkte
Interaktion geladener Plasmaproteine mit der endothelialen Oberfliche. Erst nach

modulierender Degradation der “isolierenden” endothelialen Glykokalyx werden die
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Oberflachen der Endothelzellen zugénglich, wodurch Adhésionsmolekiile (interzel-
luldre Adhésionsmolekiile (ICAM) und vaskuldre Adhésionsmolekiile (VCAM)) frei
werden und mit Bestandteilen des Blutes in Kontakt treten kénnen. Somit ist die
Glykokalyx wesentlich an der Regulierung der Transmigration leukozytarer Zellen

beteiligt (Reitsma et al. 2007).

(3) Blutgerinnung: Die Glykokalyx beinhaltet anti-thrombotische Oberflichenmole-
kiile (Antithrombin III), die pro-koagulatorische Proteine wie Thrombin oder Fak-
tor Xa hemmen. Daneben kommt es nach Bindung von Heparansulfaten an Anti-
thrombin III zur Freisetzung von Prostaglandin 12, was eine potente Inhibierung der
Plattchen-Aggregation bedingt (Mammen 1998). Die Glykokalyx nimmt somit eine
wichtige Bedeutung fiir die Steuerung vasoprotektiver und thrombotischer Prozesse

ein (Reitsma et al. 2007).

Blut

—Leukozyt
— Erythrozyt

Thrombozyt
Plasmaproteine ‘

[ e .
’—Heparanase
‘. . .. Syndekan-1 b 4
o® .. Thrombin @) —Heparanase

o® ‘ Degradiertes
00 0 O 0 Syndekan-1
cazeearay i

Glykokalyx

Endothelzelle

Basalmembran

Gewebe Perlekan

Abbildung 1.4: Die endotheliale Glykokalyx und ihre physiologischen Funktionen: Diffusionsbarrie-
re fiir Plasmaproteine durch Basalmembran assoziierte Heparansulfat-Proteoglykane (Perlekan),
Inhibition pro-koagulatorischer Proteine (Thrombin) durch Antithrombin III, Modulation von
interzelluldren Adhésionsmolekiilen (ICAM-1).
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1.3.1 Heparansulfat-Proteoglykane

Proteoglykane bilden eine heterogene Gruppe von Proteinen, die durch unverzweigte
Disaccharideinheiten (Glykosaminoglykane) modifiziert sind und als Zelloberflachen-
und Extrazelluldr-Matrix-Proteine ubiquitdr vorkommen (siche Abbildung 1.5). Je
nach Struktur der Glykosaminoglykane (GAG) unterscheidet man verschiedene Grup-
pen: Chondroitinsulfat-Proteoglykane, Keratansulfat-Proteoglykane, Dermatansulfat-
Proteoglykane und die Gruppe der Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) (Li und
Vlodavsky 2009).

Heparansulfat-Proteoglykane werden weiter in fiinf Klassen eingeteilt. Man unter-
scheidet HSPG, die auf Zelloberflachen exprimiert werden, zu denen die vier Grup-
pen der Syndekane (Syndekan 1-4) sowie die 6 Gruppen der Glypikane (Glypikan
1-6) zéhlen, von HSPG der extrazellularen Matrix (EZM), zu denen Perlekan, Agrin
und Typ XVIII Kollagene gehoren (Li und Vlodavsky 2009, Rops et al. 2004).

)

Endothelzelle

™\
Basalmembran

Abbildung 1.5: Syndekan-1, Perlekan und die Grundstruktur der Heparansulfate. Die Grundstruk-
tur der Heparansulfate bilden 81,4- und al,4-glykosidisch verbundene Glukuronsiduren (GlcA)
und N-Acetylglucosamin (GlcNAc). Die hohe Flexibilitét ihrer Konformation resultiert aus Mo-
difikationen dieser Struktur (O-Sulfatierung, N-Deacetylierung und N-Acetylierung). (Modifi-
ziert nach Parish 2006).
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1.3.2 Heparanase

Heparanasen (Endoglykosidasen) sind universelle Modulatoren der Heparansulfa-
te und liegen als inaktive Pro-Heparanasen vor. 1999 gelingt die Klonierung der
menschlichen Heparanase (Heparanase-1) aus Plazentagewebe (Vlodavsky et al.
1999). Im weiteren Verlauf der Arbeit wird zur vereinfachten Lesbarkeit Heparana-
se als Synonym der Heparanase-1 verwendet. Die Heparanase wird in Anwesenheit
pro-inflammatorischer Zytokine sowohl aus Endothelzellen als auch aus Leukozyten
und Thrombozyten freigesetzt und durch intrazellulare Prozesse mittels Proteasen

(Cathepsin-L) in ihre aktive Form tiberfiihrt (Bartlett et al. 1995, Parish 2006).

Die Heparanase ist neben der Inflammation an Prozessen der Tumorinvasion und
Metastasierung beteiligt (Li und Vlodavsky 2009). Eine Hochregulierung der He-
paranase ist in autoimmunen inflammatorischen Prozessen beschrieben (Vlodavsky
et al. 2011). In einem experimentellen Modell der “delayed type hypersensitivity”
(Hypersensibilitiat Typ IV) in der Maus wird eine lokale Erhohung der Heparanase-
Expression in der Inflammation am Endothel festgestellt (Edovitsky 2006). Des Wei-
teren zeigt sich bei Chronisch Entziindlichen Darmerkrankungen (Waterman et al.
2007) sowie in der Synovialfliissigkeit von Patienten mit Rheumatischer Arthritis

(Li et al. 2008) eine Erhohung der Heparanase-Expression.

Eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie der Sepsis ist die Hypovoldmie, bedingt
durch eine erhéhte mikrovaskulidre Permeabilitit. Die Akkumulation von Gewebs-
und interstitieller Fliissigkeit verschlechtert die Organfunktion durch Erhchung der
Diffusionstrecke fiir Sauerstoff und geht mit erhéhter Mortalitat einher (Lee und
Slutsky 2010). Die Heparanase induziert ein Kapillar-Leck durch die Degradation
Zelloberflachen assoziierter HSPG (Syndekan-1) und erhoht somit die vaskulére Per-
meabilitdt (Edovitsky 2006). Durch die Degradation von HSPG erleichtert die He-
paranase die Transmigration leukozytérer Zellen in das Interstitium und fordert

dadurch die pro-inflammatorische Kaskade (Edovitsky 2006).
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Die Heparanase hat einen pro-thrombotischen Effekt durch die Runterregulierung
von Antithrombin, was ebenfalls das Multiorganversagen in der Sepsis beeinflusst
(Brudatc und Cucuianu 2010). Des Weiteren gibt es in der Literatur Hinweise, dass
die Heparanase in der Lage ist, Heparansulfat-Fragmente durch ihre degradierende
enzymatische Aktivitat zu generieren, die eine direkte Stimulation des TLR-4 und

eine nachgeschaltete pro-inflammatorische Kaskade induzieren (Johnson et al. 2004).

Zusammenfassend ist somit festzuhalten, dass die Heparanase im Rahmen ihrer de-
gradierenden Eigenschaften von Heparansulfaten an entscheidenden pathologischen

Prozessen, die wihrend der Sepsis vorherrschen, beteiligt ist.

1.3.3 Syndekan-1

Die Familie der Syndekane umfasst bei Sdugetieren vier Mitglieder: Syndekan-1,
Syndekan-2 (Fibroglykan), Syndekan-3 (N-Syndekan) und Syndekan-4 (Ryodukan).
Alle Syndekane besitzen als transmembranére HSPG ein Kernprotein mit einer mem-
brandurchspannenden Doméne, einer kurzen zytoplasmatischen Doméne sowie einer
extrazelluldren Doméne. An das Kernprotein sind eine oder mehrere Heparansulfat-

Seitenketten angeheftet (Rapraeger und Bernfield 1985, Rapraeger et al. 1985).

Syndekane kommen auf nahezu allen Zelltypen vor. Die vier Mitglieder weisen jedoch
ein charakteristisches Expressionsausmafs auf. Syndekan-1 ist das vorherrschende
Syndekan der Endothelzellen, Makrophagen und Plasmazellen, wihrend Syndekan-2
das der Fibroblasten, Neuronalzellen und ebenfalls der Makrophagen ist. Die Expres-
sion von Syndekan-3 ist fast ausschlieflich auf Neuronalzellen beschrankt, wéahrend
Syndekan-4 ubiquitar auf Epithelien, Fibroblasten, Fettzellen und Neuronalzellen
vorkommt (Parish 2006).

Syndekan-1 bindet, aktiviert, inhibiert und moduliert viele Mediatoren. Folgend wer-
den die makgeblichen Funktionen von Syndekan-1 in inflammatorischen Prozessen

erlautert (Bartlett et al. 2007, Teng et al. 2012):
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(1) Hemmung leukozytir-vermittelter Inflammation: Diverse experimentelle Arbei-
ten mit Verdnderung der Syndekan-1-Expression belegen, dass Syndekan-1 die ver-
schiedenen Schritte der Rekrutierung und Transmigration leukozytéarer Zellen in der
Inflammation hemmend reguliert (siche Abbildung 1.6). Urséchlich hierfiir scheint ei-
ne Hemmung der Interaktion zwischen leukozytérer Selektine (L-Selektin) und endo-
thelialer Adhésionsmolekiile (ICAM-1, VCAM-1) durch Heparansulfat-Seitenketten
von Syndekan-1 zu sein (Teng et al. 2012).

(A) (B)

@ Leukozyt
Ty LSelekin @ — Leukozyt

Heparansulfat-Seitenkette L-Selektin
/
— Syndekan-1

ICAM-1 7”\_1 :

Endothelzelle

Basalmembran

Abbildung 1.6: Hemmung der leukozytiren Transmigration durch Syndekan-1. (A) Syndekan-1
hemmt die Interaktion zwischen L-Selektin und dem interzelluldren Adhésionsmolekiil (ICAM-
1) auf Endothelzellen. (B) Nach Degradation von Syndekan-1 kommt es zu einer Interaktion von
L-Selektin und ICAM-1.

In mehreren Tiermodellen mit Syndekan-1 defizienten Mausen (SDC -/-) konnte in
der experimentellen Kontaktdermatitis (Kharabi Masouleh et al. 2009), der expe-
rimentellen Kolitis (Floer et al. 2010) und im okuléren vaskuldren System (Gotte
et al. 2002) eine vermehrte Rekrutierung und Transmigration leukozytérer Zellen in
SDC -/- Méusen, verglichen mit Mausen vom Wildtyp, festgestellt werden. Eine er-
hohte Transmigration von Leukozyten ist ebenfalls im experimentellen Myokardin-
farkt bei SDC - /- Méusen beschrieben (Vanhoutte et al. 2007). Neben der gesteiger-
ten Adhésion und Transmigration von Leukozyten bei SDC -/- Méusen korreliert in

einem experimentellen Modell von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ein
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Anstieg des interzellularen Adhésionsmolekiils ICAM-1 und des vaskuldren Adha-
sionsmolekiill VCAM-1 mit der Defizienz von Syndekan-1 (Day und Forbes 1999).
Diese Ergebnisse belegen, dass eine wichtige anti-inflammatorische Funktion von
Syndekan-1 in der negativen Regulierung der Adhésion und Transmigration leuko-

zytéarer Zellen besteht.

(2) Inhibierung von Zytokinen: Eine weitere komplexe Funktion von Syndekan-1 in
inflammatorischen Prozessen besteht in der Regulierung der Expression und Ak-
tivitdt von Zytokinen. Nach Exposition von Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)
zeigen SDC -/- Méuse durch erhéhte Spiegel pro-inflammatorischer Zytokine ne-
ben einem erhéhten Leberschaden und einer erhéhten vaskuldren Permeabilitat eine
erhohte Mortalitit, verglichen mit Wildtyp-Méausen (Hayashida et al. 2008). In der
Literatur gibt es Hinweise darauf, dass Syndekan-1 mit seinen Heparansulfat-Ketten
pro-inflammatorische Interferone (IFN-«) bindet und hemmt und somit tiberschie-
fende inflammatorische Reaktionen wie die Sepsis limitiert (Fritchley et al. 2000,

Sarrazin et al. 2005, Hayashida et al. 2008, Teng et al. 2012).

(3) Vaskuldre Barriere: Syndekan-1 ist mit seinen negativ geladenen Heparansul-
faten, als einer der Hauptbestandteile der Glykokalyx, an der Barrierefunktion des
vaskuldren Endothels und des intestinalen Epithels mafgeblich beteiligt (sieche Ab-
bildung 1.7) (Henrich et al. 2010). Wiahrend der Sepsis kommt es zu einer Elevation
von Syndekan-1-Produkten im Plasma (Nelson et al. 2008, Park et al. 2004), was auf
ein Abspalten von Heparansulfaten von endothelialem Syndekan-1 schliefsen lasst.
Dieses als ,shedding” bezeichnete Phénomen von Syndekan-1 trigt zu der Entste-
hung eines endothelialen Barriereschadens bei (Henrich et al. 2010). Ein Funktions-
verlust von Syndekan-1 an der basolateralen Oberfliche intestinaler Zellen ist des
Weiteren mit einer Aggravierung des intestinalen Eiweiftverlustsyndroms (protein lo-
sing enteropathy) assoziiert (Bode et al. 2008). Diese Arbeiten beschreiben die dritte
wichtige Funktion von Syndekan-1 als ,Wachter der endothelialen Barrierefunktion

im septischen Geschehen.
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Abbildung 1.7: Vaskulire Barrierefunktion von Syndekan-1. (A) Negativ geladene Heparansulfate,
gebunden an Syndekan-1, bilden eine Barriere fiir Plasmaproteine. (B) Nach Degradation der
Heparansulfate resultiert eine reduzierte Barrierefunktion, und Plasmaproteine passieren die
endotheliale Barriere.

1.3.4 Perlekan

Perlekan ist ubiquitéir in der extrazelluldren Matrix exprimiert. Im vaskuldren Sys-
tem ist es in der subendothelialen Basalmembran (Iozzo 2005) und in der Niere
in der glomeruldren Basalmembran (Rops et al. 2004) lokalisiert. Wie Syndekan-1
ist auch Perlekan mit komplexen Funktionen an der Pathophysiologie der Sepsis

beteiligt (Parish 2006):

(1) Vaskuldire Barrierefunktion: Eine partizipierende Rolle in der Entstehung des ka-
pillaren Barriereschadens nimmt die Degradation Basalmembran assoziierter HSPG
(Perlekan) durch die Heparanase ein. Ein ,shedding* von Perlekan fiihrt zu einer
Auflockerung vernetzter subendothelialer Matrixmolekiile, die sich in einer Reduk-
tion der Barrierefunktion manifestiert (siehe Abbildung 1.8) (Edovitsky 2006). Des

Weiteren verhindern Heparansulfat-Seitenketten durch ihre negative Ladung den
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Ubertritt von Plasma und Proteinen aus dem Intravasalraum in das Interstitium.
Durch Degradation dieser Seitenketten geht diese Eigenschaft in der Inflammation
verloren. Die Degradation des Basalmembran assoziierten HSPG Perlekan stellt so-
mit einen der ersten Schritte in der Entstehung des Kapillarlecks mit resultierender
interstitieller Odembildung wihrend der Sepsis dar (Henry und Duling 1999, Squire
et al. 2001), die mit erhthter Mortalitdt einhergeht (Marechal et al. 2008).

Plasmaproteine .“.‘ . . .

Plasmaprotein

§E pot

A) Perlekan (B)

Perlekan

Abbildung 1.8: Barrierefunktion von Perlekan. (A) Perlekan verhindert die Migration von Plas-
maproteinen. (B) Die Degradation von Heparansulfaten, gebunden an Perlekan, ermoglicht die
Passage.

(2) Transzytose von Chemokinen: Perlekan vermittelt durch die Lokalisation in der
subendothelialen Basalmembran die Présentation und Transzytose von Chemoki-
nen in abluminal-luminaler Richtung (siche Abbildung 1.9). Interstitiell lokalisierte
Makrophagen produzieren Chemokine, die von Perlekan-Seitenketten gebunden und
transendothelial transportiert werden (Parish 2006). Diese Funktion beschreibt eine

pro-inflammatorische Bedeutung von Perlekan in der Inflammation.
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(3) Transmigration von Leukozyten: Die Degradation von Perlekan erleichtert die
Diapedese leukozytarer Zellen aus dem Intravasalraum durch die subendotheliale
Membran in das Interstitium (siche Abbildung 1.9) (Butcher 1991, Parish 2006,
Schenkel et al. 2004). Dies beschreibt die barrierebildende Funktion fiir Leukozyten

als weitere anti-inflammatorische Wirkung von Perlekan (Iozzo 2005).

(A) (B)
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Abbildung 1.9: (A) Transzytose von Chemokinen. Perlekan erméglicht die Transzytose von Chemo-
kinen in abluminal-luminaler Richtung. (B) Transmigration leukozytérer Zellen. (B1) Perlekan
verhindert die Migration von Leukozyten durch die subendotheliale Membran. (B2) Degrada-
tion von Heparansulfat-Seitenketten an Perlekan ermdglicht es Leukozyten, die subendotheliale
Membran zu passieren.
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2 Zielsetzung

Peptid 19.2-5 zeigt eine anti-inflammatorische Wirkung gegen unterschiedliche Er-
regergruppen (Viren, Pilze, Gram-positive und Gram-negative Bakterien) und kann
die Schwere der Sepsis nach intravenoser Applikation im murinen Sepsismodell limi-
tieren. Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan nehmen wichtige modulierende Funk-
tionen in der Inflammation ein. Ihre Regulierung in der polymikrobiellen Sepsis in
mehreren Organen ist bisher nicht untersucht, jedoch liefert die Literatur Hinweise
auf deren Bedeutung im pathophysiologischen Prozess der Sepsis. Ziel dieser Arbeit
ist es daher, die Regulierung der Genexpresssion von Heparanase, Syndekan-1 und
Perlekan wéhrend der Sepsis ohne spezifische Behandlung und unter der Therapie
mit Peptid 19.2-5 in der Lunge, der Leber, der Milz, im Herz und in der Niere zu

untersuchen. Konkret stellen sich dabei folgende Teilfragen:

1. Sind die Genexpressionen von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan in den

untersuchten Organen wahrend der Sepsis reguliert?

2. Hat die systemische Applikation von Peptid 19.2-5 einen Einfluss auf die Gen-
expression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan in der Sepsis und wird

diese im Sinne einer moglichen Inflammationshemmung verdndert?

3. Unterscheidet sich der Einfluss von Peptid 19.2-5 zu dem von Polymyxin B auf
die Regulierung der Genexpression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan

in der Sepsis?

4. Kommt es unter der systemischen Applikation von Peptid 19.2-5 parallel zur
Veranderung der Genexpression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan
auch zu einer Suppression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine im Sinne

einer Inflammationshemmung?
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3 Material und Methoden

Nach Genehmigung durch das zustdndige Landesamt fiir Natur, Umwelt und Ver-
braucherschutz (Aktenzeichen 8.87-50.10.35.09.044) erfolgten die experimentellen
Versuche zu dieser Arbeit an Mausen des Stammes Naval Medical Research Institute

(NMRI). Dabei gliederte sich die Durchfiihrung in vier Teile.

Teil 1: Implantation eines zentralvenosen Katheters sowie einer arteriellen Mess-

einheit fiir weitere Untersuchungen

Teil 2: Induktion der Sepsis (Coekale Ligatur und Punktion «CLP») und Medika-

mentenapplikation
Teil 3: Entnahme und Aufbereitung von Organ- und Blutproben

Teil 4: Messung der Genexpression in den Organen von Heparanase, Syndekan-1

und Perlekan sowie der Zytokinspiegel im Plasma

3.1 Randomisierung der Tiere in vier Gruppen

Wahrend der Versuchsvorbereitungen wurden 40 méannliche NMRI-M&use in vier

Gruppen randomisiert, die in Tabelle 3.1 dargestellt sind.

Gruppe 1 (Peptid-Gruppe) bildeten die Tiere, die das zu untersuchende Peptid 19-2.5

erhielten.

Gruppe 2 (Polymyzin B-Gruppe), der Vergleichsgruppe, wurde Polymyxin B ver-
abreicht. Es gilt in der experimentellen Sepsis als Gold-Standard unter den antimi-
krobiellen Peptiden (Cirioni et al. 2006) und wird deshalb bei diesem Versuch als
Vergleich zur Therapie mit Peptid 19.2-5 eingesetzt.

Gruppe 3 (Sham-Gruppe) bildeten die sham-operierten Tiere, die fiir die spétere
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3 Material und Methoden

Auswertung die Referenzgruppe darstellten. Bei diesen erfolgte der operative Eingriff

ohne Induktion einer Sepsis und ohne anschliefsende medikamentose Behandlung.

Gruppe 4 (Sepsis-Kontrollgruppe) bildeten Tiere, bei denen der operative Eingriff
durchgefiihrt und eine Sepsis induziert wurde, jedoch keine spezifische Behandlung

mit einem Medikament stattfand.

Tabelle 3.1: Gruppen Sepsismodell

Gruppe Operation Infusion

Peptid 19.2-5 | Sepsisinduktion durch CLP Tragerlosung (NaCl 0,9%)
+ 0,2 ug/h Peptid 19.2-5

Polymyxin B | Sepsisinduktion durch CLP Tragerlosung (NaCl 0,9%)
+ 0,12 pg/h Polymyxin B

Sham OP ohne Induktion einer Sepsis | Triagerlosung (NaCl 0,9%)

Kontrolle Sepsisinduktion durch CLP Trégerlosung (NaCl 0,9%)

3.2 Tezl 1: Implantation des zentralvenosen

Katheters

Im ersten Teil des Versuchs wurde den Tieren ein zentralvendser Katheter und fiir
weitere Untersuchungen eine arterielle Messeinheit implantiert. Nach Einleitung ei-
ner Inhalationsnarkose mit Isofluran (1-3 Vol%, FiOy von 0,3) sowie einer Lokalan-
dsthesie mittels 0,2 ml Lidocain 2% (Astra Zeneca, Wedel, Deutschland) erfolgte die
Praparation des lateralen Halsdreiecks unter sterilen Bedingungen. Nach Freilegung
und Katheterisierung der linken Vena jugularis wurde ein zentralvenoser Katheter
zur kontinuierlichen Fliissigkeits- und Medikamentenapplikation implantiert. Hierbei
wurde ein Plastikschlauch (selbst hergestellt aus sterilisiertem Polyethylenschlauch,
Durchmesser 0,61 mm) unter der Haut vom Hals zum Riicken und dann durch die

Haut nach aufsen geleitet. Die eigentliche Drainage (flexibler Plastikschlauch, Drai-
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3 Material und Methoden

nobag 40, B.Braun, Melsungen, Deutschland) umgab den Katheter und diente da-
mit als Beifsschutz. Abschliefsend erfolgte der sorgféltige Wundverschluss. Des Wei-
teren wurde die ipsilaterale Arteria carotis freigelegt und durch Kaniilierung eine
Sonde (PA-C10, St. Paul, MN, USA) zur spateren Messung der Herzfrequenz und
des mittleren arteriellen Blutdrucks implantiert. Die verbundene Messeinheit wurde
abdominell subkutan platziert. Auf den chirurgischen Eingriff folgte eine erneute
Lokalanésthesie und eine Ruhephase von 48 Stunden, in der eine kontinuierliche

Volumensubstitution von 0,1 ml/h Natriumchlorid (NaCl) 0,9% stattfand.

3.3 Teil 2: Sepsisinduktion und

Medikamentenapplikation

Im zweiten Teil des Versuchs erfolgte die Medikamentenapplikation (Peptid 19.2-5,
Polymyxin B oder NaCl 0,9%) nach Induktion der Sepsis. Diese wurde durch das
Verfahren der Coekalen Ligatur und Punktion (CLP) induziert. Das CLP-Modell
stellt ein bereits seit iiber 30 Jahren etabliertes Modell zur Induktion enterogener

abdomineller Infektionen an Nagetieren dar (Wichterman et al. 1980).

Hierfiir wurde wiederum eine Allgemeinanésthesie mit Isofluran (1-3 Vol%, FiO,
von 0,3)) eingeleitet. Nach medianer Laparatomie wurde vorsichtig das Zokum aufge-
sucht und unter Erhaltung eines geringen Restlumens ligiert. Anschliefsend folgte die
einfache Punktion mittels einer 18G-Kaniile (CLP-Modell) und die Protusion einer
geringen Menge Faeces, bevor das Zokum sorgféltig wieder zuriickverlagert wurde.
Der Wundverschluss und eine lokale Infiltration mit Xylocain 2% zur Schmerzthera-
pie beendete den operativen Eingriff. Es erfolgte eine kontinuierliche Volumensub-

stitution {iber den zentralvendsen Katheter mit 100ul/h NaCl 0,9%.
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3.4 Teil 3: Gewinnung der Organe und des

Blutplasmas

24 Stunden nach Sepsisbeginn erfolgte die T6tung der Tiere und die Entnahme von
Blut- und Organproben (Herz, Niere, Leber, Lunge, Milz). Die Organproben wurden
unmittelbar nach Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse
bei -80 °C gelagert. Die Blutproben wurden nach Entnahme bei 4 °C und 5000 rpm
fiir 5 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge 5402, Eppendorf AG, Hamburg). Der Citrat-
Plasma-Uberstand wurde abpipettiert und sofort danach bei -80 °C bis zur Messung

tiefgefroren.

3.5 Tezl 4: Molekularbiologische Untersuchungen

Im abschliefsenden vierten Teil des Versuchs erfolgte neben der Bestimmung der
Plasmaspiegel der Zytokine die molekularbiologischen Untersuchungen zur Genex-
pression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan, die folgend néaher erlautert wer-

den.

3.5.1 Bestimmung der Zytokinkonzentration

Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Im Rahmen dieses Versuchs wurden die Plasma-Proben mit den enthaltenen Zyto-
kinen mit einem Cytometric Bead Array (BD Biosciences, USA) markiert und im
Durchflusszytometer (BD FACScan™ BD Biosciences, USA) mit einer Wellenlénge
von 488nm gemessen. Hierbei wurden Konzentrationen der Zytokine IL-6, 11-10,

TNF-o, IFN-y und MCP-1 erfasst.

Der Cytometric Bead Array hat sich im Vergleich zum bisherigen Standard, der

ELISA-Technik, als gleichwertig erwiesen und besitzt den groften Vorzug, mehrere
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Analyten in geringer Menge gleichzeitig testen zu konnen, was bei begrenzten Pro-
bengrofen einen entscheidenden Vorteil darstellt (Young et al. 2008). Dabei werden
zu den Plasma-Proben fiinf unterschiedliche ,Beads” (7,5 um grofe Partikel) gege-
ben, die spezifisch iiber Antikérper an die fiinf Zytokinpopulationen binden. Ein
ySandwich Immunoassay“ entsteht nach Zugabe des Fluoreszenz-Farbstoffs Phy-
coerythrin, der quantitativ unterschiedlich an die fiinf Bead-Populationen bindet.
Dies ermoglicht spéter eine Unterscheidung der spezifischen fiinf Zytokin-Profile am

Durchflusszytometer, obwohl nur ein Farbstoff verwendet wird.

Um aus den gemessenen Dot-Plot-Wolken die Zytokin-Konzentrationen errechnen
zu konnen, wurden vom Hersteller bereitgestellte Standards mit bekannten Zytokin-
Konzentrationen im Durchflusszytometer gemessen. Aus den entstandenen Stan-
dardkurven konnten dann mit der herstellerseitigen Software (BD CellQuest™ Pro,
Version 5.1.1, BD Biosciences) die Zytokinkonzentrationen in den Proben bestimmt

werden.

3.5.2 RNA-Extraktion

Gesamt-Ribonukleinséure (RNA) wurde aus den zuvor gewonnenen Organproben
in Zelllysaten mit dem Kit RNeasy® der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach

Herstellerprotokoll isoliert.

Bei dieser Methode handelt es sich um eine spezifische Aufreinigung von Gesamt-
RNA durch Bindung dieser an hydrophile Silicanmembran-Saulen. Elutionspuffer

ermoglichen dabei das Eluieren der RNA von der Membran.

Der erste Schritt bestand aus dem Lysieren des Gewebes in einem Guanidinisothio-
cyanat enthaltenden Puffer. Guanidinisothiocyanat denaturiert als chaotropes Salz
samtliche Proteine, inklusive RNAsen, und verhindert somit eine Degradierung der
RNA. Nach Zugabe von Ethanol wurde die Losung auf die Séulen gegeben, nach
mehreren Waschschritten eluiert und mit dem entsprechenden Volumen Nuklease-

freien Wassers bei —80 °C gelagert.
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3.5.3 RNA-Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung nach Grofe und Ladung im elektrischen Feld
auf einem Agarosegel diente der Qualitédtskontrolle der extrahierten RNA-Produkte.
Beispielhaft ist in Abbildung 3.1 die Agarosegelelektrophorese der extrahierten RNA
aus Herz-Proben und in Abbildung 3.2 die Agarosegelelektrophorese der extrahierten
RNA aus Lungen-Proben dargestellt. Hierfiir wurde ein 1%iges Agarosegel angefer-
tigt. Die Gel-Herstellung erfolgte durch das Erhitzen von in Tris-Borat-EDTA-Puffer
geloster Agarose. Dieser wurde Gelred™ der Firma Biotium (Hayward, Kalifornien)
im Verhéltnis 1:10000 zugefiigt. Das Gel wurde in Gel-Kammern gegossen, die mit
Kéammen versehen waren, welche die Taschen fiir die Proben bildeten. Das Beladen
des Gels erfolgte in der Elektrophorese-Kammer. 3ul RNA wurden mit 8ul Ladepuf-
fer gemischt. Die Elektrophorese erfolgte bei 50 V und einer konstanten Stromstéarke
von 100 mA. Die Sichtbarmachung der GelRed™ gefirbten Banden erfolgte mit Hilfe
von "LAS-3000 imaging system"der Firma Fujifilm Life science (Greenwood, USA).
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Abbildung 3.1: Agarosegelelektrophorese der extrahierten RNA aus Herz-Proben.
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Abbildung 3.2: Agarosegelelektrophorese der extrahierten RNA aus Lungen-Proben.

3.5.4 Photometrische Ermittlung der RNA-Konzentration

Die Ermittlung der Konzentration der gewonnenen RNA erfolgte photometrisch mit-

tels NanoDrop®-2000 der Firma Thermo-Fisher Scientific, (Wilmington, USA). Die
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RNA-Konzentration wurde durch eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlénge
von 260nm bestimmt. Um mogliche RNA-Verunreinigungen auszuschliefen, wurde
ein Absorptionsquotient A260/A280 gemessen, der fiir reine RNA zwischen 1,9 - 2,1

liegen sollte.

3.5.5 Reverse Transkriptase (RT)

Das Umschreiben von RNA in komplementére Desoxyribonukleinsédure (cDNA) er-
folgte mit dem Reverse Transkription Kit QuantiTec® der Firma Qiagen (Hilden,
Deutschland). Im ersten Schritt wurde genomische DNA eliminiert. Hierfiir wur-
de die Ausgangsmenge von 1ug Gesamt-RNA mit 2ul gDNA Wipeout Puffer und
RNAse-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 14ul gebracht und nach zweiminii-
tiger Inkubation bei 42 °C auf Eis gelagert. Dem Ansatz wurde der Reverse Tran-
skriptase Master Mix hinzugefiigt. Dieser beinhaltete 1ul Reverse Transkriptase,
4p] Reverse Transkriptase Puffer (beinhaltet Mg*™ und die Nukleosidtriphosphate)
und den Reverse Transkriptase Primer Mix (1ul). Nach Mixen erfolgte fir 15 Mi-
nuten eine Inkubation bei 42 °C sowie eine Erhitzung fiir 3 Minuten auf 95 °C zur

Denaturierung der reversen Transkriptase.

3.5.6 Real-Time-PCR

Die Forschungen zur Polymerasekettenreaktion (PCR) begannen 1985 (Saiki et al.
1985). Seither nimmt die PCR in der molekularbiologischen medizinischen Diagno-
stik eine Schliisselrolle ein. Sie stellt ein sensitives molekulargenetisches Nachweis-
verfahren fiir die in vitro Vervielfdltigung spezifischer Genabschnitte dar. Die quan-
titative Real-Time PCR dient als Methode zur Quantifizierung von Nukleinséuren,
mit der sich selbst minimale Unterschiede in Genexpressionen detektieren lassen. Zy-
klisch wird die von den Primerpaaren gerahmte Gensequenz amplifiziert. Dies erfolgt
unter der Verwendung der vier Desoxyribonukleosidtriphosphate Desoxyadenosintri-

phosphat (dATP), Desoxycytidintriphosphat (dCTP), Desoxythymidintriphosphat

32



3 Material und Methoden

(dTTP) und Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) bei Anwesenheit von Magnesium-

Jonen.

Die Amplifikation beinhaltet drei Schritte: Im ersten Schritt werden die Wasserstoff-
briickenbindungen der DNA-Doppelstringe einer Probe bei 95 °C getrennt (Dena-
turierung). Nach Senkung der Temperatur unter die Schmelztemperatur der Primer
kénnen diese an die fiir sie spezifische Sequenz binden (Annealing). Die Tempera-
tur wird auf das Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase erhéht, die in 3‘-Richtung
den zweiten Strang elongiert (Elongation). Alle neu gebildeten Amplikons dienen
in nachfolgenden Zyklen als Matrize, so dass die Zielsequenz (nahezu) exponentiell

vervielfaltigt wird.

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt iiber die Nutzung eines Fluoreszenz-
farbstoffes (SYBR®-Green), der an die doppelstrangige DNA bindet, wodurch die
Fluoreszenz ansteigt. Die Zunahme der Target-DNA korreliert daher mit der Zunah-
me der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus (siehe Abbildung 3.3). Die Messung findet
am Ende der Elongation in jedem Zyklus statt. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die
geringe Spezifitit, da sich der Farbstoff an alle doppelstrangigen DNA-Molekiile an-
lagert, also auch an Primer-Dimere oder nicht-spezifische PCR-Produkte. Mit Hilfe
einer Schmelzkurvenanalyse konnen die verschiedenen PCR-Produkte differenziert
werden, da jedes PCR-Produkt aufgrund der Lange und des GC-Gehaltes eine cha-
rakteristische Schmelztemperatur aufweist (siche Abbildung 3.4). Hierfiir wird am
Ende des PCR-Laufs die Temperatur langsam schrittweise bis auf ca. 95°C erhoht,
so dass die DNA-Strange wieder denaturieren, der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt

wird und eine Abnahme der Fluoreszenz registriert werden kann (Bangsow et al.

2002).

3.5.7 Primer - Auswahl und Design

Als Primer werden Oligonukleotide mit einer Lénge von 18-30 Basenpaaren be-

zeichnet, die paarweise zur Amplifikation von DNA als Startpunkt fiir die DNA-
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Polymerase dienen. Die in den Untersuchungen zu dieser Arbeit verwendeten Primer-
paare wurden auf der Basis von in der Literatur beschriebenen Sequenzen und nach
theoretischen Uberlegungen (siche Abschnitt 1.3) mit Hilfe des Tools Primer-Blast
des National Center for Biotechnology (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) entwickelt. Hierbei wurden mehrere Qualitéitskriterien berticksichtigt: Zum
einen sollte die durchschnittliche Lange bei 16-22 Basenpaaren liegen und zum ande-
ren die Sequenz einen Anteil von 40-60% Guanidin und Cytosin (G + C) besitzen, um
eine ausreichende Spezifitat der Primer und gleichzeitig gute Bindungseigenschaften
zu ermoglichen. Die Schmelztemperatur sollte 55-80 °C betragen, um ausreichend
hohe Annealingtemperaturen zu erlauben (Miilhardt 2009). Alle verwandten Pri-
merpaare wurden durch Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) hergestellt
und nach dem Gen, das sie amplifizieren, benannt. In Tabelle 3.2 sind die Sequen-
zen der verwandten Primerpaare gelistet. Spalte “Referenz” gibt die Literatur an,

die Grundlage der Primerentwicklung darstellte.

Tabelle 3.2: Verwendete Primerpaare. Forward (Fw), Reverse (Rv), Adenin (A), Cytosin (C), Gua-
nin (G), Thymin (T)

Zielgen Sequenz Referenz

Syndekan-1 Fw | AGGATGGAACTGCCAATCAG | (Stanford et al. 2009)

Syndekan-1 Rv | ATCCGGTACAGCATGAAAGC | (Stanford et al. 2009)
Perlekan Fw GGAGAGTCCTCCATATGCCA | eigenes Design

Perlekan Rv GGATGGAAGTGTCAGGGAGA | eigenes Design

Heparanase Fw | TTTGCAGCTGGCTTTATGTG | (Berk et al. 2004)
Heparanase Rv | GTCTGGGCCTTTCACTCTTG | (Berk et al. 2004)

B-Aktin Fw GCTCTTTTCCTTCCTT eigenes Design

B-Aktin Rv CGGATGTGTCAAACACTT eigenes Design
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3.5.8 Durchfiihrung der Real-Time-PCR

Fiir die Real-Time-PCR wurde das StepOnePlus™ Real-Time-PCR System (App-
lied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) und der Power SYBR®-Green Master
Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Es wurden jeweils
drei Ansétze der gleichen cDNA-Matrize pipettiert. Die Proben wurden randomi-
siert auf die Platten verteilt. Als endogene Kontrolle diente S-Aktin, da es unter
den gegebenen Bedingungen selbst nicht transkriptionell reguliert wird und somit
in konstanter Menge vorhanden ist. Als Negativkontrollen wurden Proben ohne
c¢DNA (Leerproben) und ohne Reverse Transkriptase (RT"-Proben) verwendet. 10 pl
Gesamtvolumen des Real-Time-PCR-Reaktionsansatzes (siche Tabelle 3.3) wurden
auf eine 96-Well Platte (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) pipettiert.
Die Platte wurde anschliefend mit einer Folie (Optical Adhesive Cover, Applied
Biosystems) abgedeckt und vor dem PCR-Lauf 15 sec bei 1500 rpm zentrifugiert, 5

Sekunden gemischt und anschlieffend erneut zentrifugiert.

Tabelle 3.3: PCR-Ansatz

5,0 pl Power SYBR-Green® Master Mix
0,2 pl Forward Primer (10 uM Verdiinnung)
0,2 pl Revers Primer (10 uM Verdiinnung)
4,6 pl cDNA

10 pl Gesamtvolumen

Der methodische Ablauf der PCR wurde wie folgt gewéhlt: Nach einem initialen De-
naturierungsschritt (10 Minuten) bei 95 °C folgten 40 Amplifikationszyklen. Diese
beinhalteten jeweils eine Denaturierung bei 95 °C iiber 30 Sekunden, eine Annealing-
zeit von 30 Sekunden bei 57 °C und eine Elongation bei 60 °C iiber 30 Sekunden. Am
Ende des letzten PCR-Zyklus erfolgte die abschliefsende Erstellung einer Schmelz-
kurve. Dabei wurden die Proben langsam um 3 °C pro Minute von 55 °C auf 95 °C

erhitzt (siche Abbildung 3.4).
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3.6 Auswertung der Real-Time-PCR

Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte mit der StepOne™ Software Version
2.2.2 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Wahrend der Real-Time-PCR
werden verschiedene Phasen durchlaufen. Ein nachvollziehbarer Zusammenhang zwi-
schen Produktmenge und Templatemenge zeigt sich in der Phase der exponentiellen

Amplifikation (Pfaffl et al. 2002, Miilhardt 2009).

Um den Zyklus zu bestimmen, ab dem eine exponentielle Fluoreszenzzunahme und
damit eine exponentielle Amplifikation zu messen ist, wurde der Schwellenwert
auf ein Fluoreszenzniveau gelegt, das signifikant iiber der Hintergrund-Fluoreszenz
lag (siehe Abbildung 3.3). Die Quantifizierung erfolgte tiber den threshold cycle
(Ct-Wert), der die Anzahl von Zyklen, bei der das Fluoreszenzsignal der neu ge-
bildeten DNA-Strénge (“Reporter-Signal”) erstmals diesen Schwellenwert erreicht,
beziffert.

100
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Abbildung 3.3: Exemplarisch dargestellt sind die Fluoreszenzkurven der Amplifikation von Hepa-
ranase cDNA in verschiedenen Organen iiber 40 Amplifikationszyklen. Beginn der exponentiellen
Phase am Ct-Wert und Ubergang in die Plateau-Phase am Ende der Amplifikation.

36



3 Material und Methoden

Im Rahmen der Schmelzkurvenanalyse wurde kontinuierlich die Fluoreszenzintensi-
tat gemessen und mit Hilfe der ersten Ableitung die Fluoreszenzénderung pro Zeit-
intervall angegeben. Dies diente der Uberpriifung der Spezifitit der PCR-Reaktion.
Da verschiedene PCR-Produkte spezifische Schmelzpunkte aufweisen, ist hiermit
eine Differenzierung zwischen den gewiinschten spezifischen PCR-Produkten und

unspezifischen Nebenprodukten (Primerdimere etc.) moglich.

Abbildung 3.4 stellt exemplarisch die Schmelzkurven fiir Heparanase in verschiede-
nen Proben dar. Aufgetragen ist die erste negative Ableitung des Reporter-Farbstoffs
SYBR®-Green (Derivative Reporter (-Rn’)) gegen die Temperatur mit einem ein-
heitlichen Peak bei ca. 77 °C.
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Abbildung 3.4: Schmelzkurvenanalyse von Heparanase unterschiedlicher Proben. Aufgetragen ist
die erste negative Ableitung des Reporter-Farbstoffs SYBR®-Green (Derivative Reporter (-Rn’))
gegen die Temperatur. Der Peak der spezifischen Schmelztemperatur liegt hier bei 77 °C.
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3.6.1 Endogene Kontrolle und relative Quantifizierung

Die relative Quantifizierung wurde mit der "Relative Expression Software" (REST-
MCS®) durchgefiihrt (Pfaffl et al. 2002). Als Maf der Expression der Zielgene wur-
den die gemessenen Ct-Werte herangezogen. Die weitere Berechnung erfolgte iiber

eine relative Quantifizierung.

Hierfiir wurde die gemessene Expression der zu untersuchenden Zielgene mit der
einer nicht regulierten endogenen Kontrolle (,houskeeping-Gen“) normalisiert. In
dieser Arbeit wurde hierfiir 5-Aktin gewéahlt, da es mit den Zielgenen coexprimiert,
jedoch unter den vorherrschenden Versuchsbedingungen selbst nicht transkriptionell
verdndert wurde. Im ersten Schritt wurde fiir jede untersuchte Probe der Ct-Wert

des Kontrollgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Zielgens subtrahiert.

ACt = CtZielgen - CtKontrngen

Nach dieser Normalisierung erfolgte die Relativierung mittels des AACt-Modells.
Hierbei wurde von dem normalisierten Ct-Wert des Gens in der zu untersuchenden
Probe (Tiergruppen Peptid 19.2-5, Polymyxin B, Kontrolle) der normalisierte Ct-
Wert des Zielgens in einer Referenzprobe (Sham-Gruppe) subtrahiert.

AACt = ACt(Zielgen)prone — ACt(Zielgen)referenzprobe

Um PCR-bedingte Abweichungen der Amplifikationseffizienz zwischen Zielgen und
endogener Kontrolle ausgleichen zu konnen, erfolgte die weitere Berechnung auf der
Grundlage des effizienz-korrigierten relativen Quantifizierungsmodells. Hierbei wur-
den fiir die Effizienz (E) des Zielgens und der endogenen Kontrolle Eichkurven er-

stellt und daraus die Steigung (m) berechnet.
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3 Material und Methoden

In Abbildung 3.5 sind exemplarisch die Ct-Werte der einzelnen Verdiinnungen von
Perlekan in der Lunge gegen den dekadischen Logarithmus ihrer jeweiligen cDNA
Konzentration iiber mehrere Verdiinnungsstufen aufgetragen. Dabei erhélt man eine
Gerade, deren Steigung m mittels linearer Regression berechnet werden kann. Diese

Steigung steht in direktem Zusammenhang mit der Effizienz (E).
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Abbildung 3.5: Dargestellt sind die Ct-Werte der einzelnen Verdiinnungen von Perlekan in der
Lunge gegen den dekadischen Logarithmus ihrer jeweiligen cDNA Konzentration und die Re-
gressionsgerade.
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3 Material und Methoden

Tabelle 3.4 zeigt die berechneten Effizienzen der verwendeten Primer in den unter-

suchten Organen.

Tabelle 3.4: Berechnete Effizienzen der einzelnen Primer in den untersuchten Organen.

Heparanase Syndekan-1 Perlekan [£-Aktin
Niere 1,81 1,91 1,86 1,81
Herz 1,98 1,91 1,80 1,95
Lunge 1,93 1,81 1,97 2,0
Milz 1,98 1,87 1,91 1,90
Leber 1,95 1,80 1,93 1,89

Ausgehend vom AACt-Modell ergibt sich mittels folgender Formel das relative Ex-
pressionsausmaf des Zielgens (Ratio). Das Modell setzt sich dabei aus der Berech-
nung des Expressionsunterschiedes zwischen der Expression des Zielgens im Proben-
gewebe und der Expression des Zielgens im Referenzgewebe im Zahler und zwischen
der Expression des Kontrollgens im Probengewebe und der Expression des Kontroll-

gens im Referenzgewebe im Nenner zusammen.

. E(Zzelgen) ACt(Zielgen) Refe'renzprobe_ACt(Zielgen)Probe
Ratio =

E (Kontrollgen) ACP(Kontrollgen) ge ferenzprove —ACt(Kontrollgen) probe
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3 Material und Methoden

3.7 Statistik und graphische Darstellung

Zur weiterfithrenden statistischen Auswertung und zur graphischen Darstellung der
Daten wurde die Software GraphPad Prism (GraphPad, Inc., San Diego, CA) und
SigmaPlot (SPSS Inc., USA) verwendet. Die Ct-Werte der PCR wurden mittels des
“Reallocation randomisation test” (REST-MCS®) (Pfaffl et al. 2002) ausgewertet.
Die relativen Expressionen der Zielgene sind als Mittelwerte mit zugehorigem Stan-
dardfehler dargestellt. Die Zytokinspiegel der Plasmaproben sind als Mittelwerte der
jeweiligen Gruppe mit zugehoriger Standardabweichung angegeben. Dabei wurden
die Werte der Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf statistische Signifikanz
mittels des Dunnett-T-Tests gepriift. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Messungen zur mRNA-Expression von He-
paranase, Syndekan-1 und Perlekan und zu den Zytokinspiegeln beschrieben. Die
relativen Expressionen der untersuchten Gene und die Zytokinspiegel der Plasma-
proben werden als Mittelwerte mit zugehorigem Standardfehler bzw. Standardab-

weichung und, falls statistisch signifikant, mit p-Wert im Text angegeben.

4.1 mRNA Expression der Heparanase in den

untersuchten Organen

In unseren Untersuchungen kam es bei der Sepsis-Kontrollgruppe, im Vergleich zu
den sham-operierten Tieren, in allen untersuchten Organen zu einer Hochregulie-
rung der Heparanase mRNA Expression (siche Abbildung 4.1). Statistisch signifi-
kant zeigte sich diese in der Niere (5,7 £ 1,9; p < 0,001). In der Lunge konnten wir
eine Erhohung der Heparanase mRNA Expression um das 2,2-fache (£ 2,2), in der
Leber um das 2,0 fache (£ 1,7), in der Milz um das 1,1-fache (4 0,7) und im Herz
um das 1,3 fache (£ 1,5) messen.

In der Gruppe der Tiere, die mit Peptid 19.2-5 behandelt wurden, kam es, bezogen
auf die Sham-Gruppe, zu einer Runterregulierung der Heparanase mRNA Expression
in der Lunge (-2,5 £+ 0,3) und in der Leber (-1,2 £ 0,7), die jedoch nicht statistisch
signifikant war. In der Milz (-7,5 + 0,1, p = 0,004) und im Herz (-5,7 4+ 0,2, p = 0,007)
zeigte sich diese hingegen statistisch signifikant. In der Niere dagegen konnten wir
eine statistisch nicht signifikante Erhohung der Heparanase mRNA Expression um
das 1,2 fache (£ 0,51) beobachten. Die relative Expression der Heparanase mRNA
unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 unterschied sich statistisch signifikant, mit

Ausnahme der Leber, in allen Organen im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe.
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4 Ergebnisse

Unter der Therapie mit Polymyxin B kam es, im Vergleich zur Sham-Gruppe, zu ei-
ner Runterregulierung der Heparanase mRNA Expression in der Lunge
(-2,4 £+ 0,3), in der Leber (-1,2 £ 0,7) und statistisch signifikant in der Milz
(-13,1 £ 0,04, p < 0,001) und im Herz (-24,6 + 0,04, p < 0,001). In der Niere
(1,3 £ 0,5) hingegen zeigte sich eine statistisch nicht signifikante Hochregulierung.
Des Weiteren unterschied sich die relative Expression der Heparanase mRNA unter
der Therapie mit Polymyxin B statistisch signifikant, mit Ausnahme der Niere, in

allen Organen im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe.
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Abbildung 4.1: Relative mRNA Expression von Heparanase bezogen auf die Referenzgruppe der
sham-operierten Tiere (operativer Eingriff ohne Sepsisinduktion und ohne Medikamentenappli-
kation). Angegeben sind die Mittelwerte mit zugehorigem Standardfehler.

Die in Abbildung 4.1 dargestellten relativen Expressionen der Heparanase mRNA
zeigen zusammenfassend, dass die Induktion einer Sepsis ohne spezifische Behand-
lung, im Vergleich zu den sham-operierten Tieren in allen Organen zu einer Hochre-
gulierung der Heparanase mRNA fiihrt (statistisch signifikant in der Niere). Durch

die Gabe von Peptid 19.2-5 ergibt sich eine Suppression in der Niere und eine Run-
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4 Ergebnisse

terregulierung der Heparanase mRNA Expression in Lunge, Leber, Milz, Herz und

Lunge (statistisch signifikant in Milz und Herz).

4.2 mRNA Expression von Syndekan-1 in den

untersuchten Organen

Die relative mRNA Expression von Syndekan-1 (siehe Abbildung 4.2) zeigte in un-
seren Untersuchungen, bezogen auf die Gruppe der sham-operierten Tiere, bei der
Sepsis-Kontrollgruppe in der Milz (-2,8 £ 0,2), im Herz (-2,5 + 0,6) und statistisch
signifikant in der Lunge (-20,6 £+ 0,1, p = 0,016) eine Runterregulierung der mRNA
Expression von Syndekan-1. In der Leber (2,9 + 3,0) und in der Niere (1,4 £ 0,6)

konnten wir dagegen eine statistisch nicht signifikante Hochregulierung beobachten.

Bei den Tieren, die mit Peptid 19.2-5 behandelt wurden, zeigte sich statistisch si-
gnifikant in der Leber (29,0 + 30,2, p < 0,001), statistisch signifikant in der Milz
(8,8 + 7,01, p = 0,006) und statistisch signifikant in der Niere
(17,6 £ 6,1, p < 0,001) eine Hochregulierung der mRNA Expression von Syndekan-1.
Auch im Herz (4,7 £+ 6,8) konnte eine Erhdhung beobachtet werden, die jedoch sta-
tistisch nicht signifikant war. In der Lunge kam es dagegen zu einer statistisch nicht
signifikanten Runterregulierung der Syndekan-1 mRNA Expression (-1,1 £ 0,5). Des
Weiteren unterschied sich die relative Expression der mRNA von Syndekan-1 unter
der Therapie mit Peptid 19.2-5 statistisch signifikant in allen Organen von der zur
Sepsis-Kontrollgruppe.

Die Behandlung mit Polymyxin B fiihrte zu einer statistisch signifikanten Hoch-
regulierung der mRNA Expression von Syndekan-1 in der Leber um das 15-fache
(£ 14,9, p = 0,004) und in der Niere statistisch signifikant um das 12,9-fache
(£ 4,2, p < 0,001). In der Milz zeigte sich ebenfalls eine Hochregulierung, die jedoch
statistisch nicht signifikant ausfiel (1,7 £ 0,9). In der Lunge (-2,6 + 0,3) und im

Herz (-3,3 £ 0,4) kam es dagegen zu einer statistisch nicht signifikanten Runterre-
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4 Ergebnisse

gulierung der mRNA Expression von Syndekan-1. Wie auch unter der Therapie mit
Peptid 19.2-5, unterschied sich die relative Expression der mRNA von Syndekan-1
unter der Therapie mit Polymyxin B statistisch signifikant in allen Organen von der

zur Sepsis-Kontrollgruppe.
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Abbildung 4.2: Relative mRNA Expression von Syndekan-1 bezogen auf die Referenzgruppe der
sham-operierten Tiere (operativer Eingriff ohne Sepsisinduktion und ohne Medikamentenappli-
kation). Angegeben sind die Mittelwerte mit zugehorigem Standardfehler.

Zusammenfassend zeigt sich, wie in Abbildung 4.2 dargestellt, dass es bei der Sepsis-
Kontrollgruppe zu einer Runterregulierung der Syndekan-1 mRNA Expression in der
Lunge (statistisch signifikant), in der Milz und im Herz kommt. Die Behandlung mit
Peptid 19.2-5 fithrt zu einer reduzierten Suppression von Syndekan-1 in der Sepsis
in der Lunge und zu einer Hochregulierung in der Leber, in der Milz, im Herz und

in der Niere (statistisch signifikant in Leber, Milz und Niere).

45
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4.3 mRNA Expression von Perlekan in den

untersuchten Organen

In unseren Untersuchungen zur mRNA Expression von Perlekan zeigte sich bei der
Sepsis-Kontrollgruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe eine Runterregulierung in al-
len untersuchten Organen (siehe Abbildung 4.3). In der Lunge kam es zu einer
statistisch signifikanten Runterregulierung um das 26,6-fache (£ 0,1, p = 0,010), in
der Leber um das 1,8-fache (£ 0,4), in der Milz um das 1,5-fache (£ 0,4), im Herz
um das 1,9-fache (+ 0,6) sowie statistisch signifikant in der Niere um das 7,0-fache
(+ 0,1, p < 0,001).

Unter der Behandlung mit Peptid 19.2-5 kam es, verglichen mit der Gruppe der
sham-operierten Tiere, zu einem Anstieg der mRNA Expression von Perlekan in
allen untersuchten Organen. Statistisch signifikant zeigte sich dieser in der Leber
(16,0 + 12,9, p = 0,002), in der Milz (15,4 £ 11,7, p < 0,001) und in der Niere
(3,6 £ 1,7, p = 0,014). In der Lunge (1,6 = 1,1) und im Herz (4,3 + 4,9) kam
es ebenfalls zu einer Hochregulierung, die jedoch statistisch nicht signifikant ausfiel.
Des Weiteren unterschied sich die relative Expression der mRNA von Perlekan unter
der Therapie mit Peptid 19.2-5 statistisch signifikant in allen Organen im Vergleich
zur Sepsis-Kontrollgruppe.

Die Behandlung mit Polymyxin B fiihrte in der Lunge (-2,2 £+ 0,3) und im Herz
(-1,8 £ 0,5) zu einer statistisch nicht signifikanten Runterregulierung der mRNA Ex-
pression von Perlekan. In der Leber (3,5 4+ 2,7), in der Milz (3,3 + 2,2) und statistisch
signifikant in der Niere (3,4 + 1,93, p=0,04) kam es dagegen zu einem Anstieg der
mRNA Expression von Perlekan unter der Behandlung mit
Polymyxin B. Die relative Expression der mRNA von Perlekan unterschied sich
des Weiteren unter der Therapie mit Polymyxin B statistisch signifikant in allen

untersuchten Organen von der in der Sepsis-Kontrollgruppe.
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Abbildung 4.3: Relative mRNA Expression von Perlekan bezogen auf die Referenzgruppe der sham-
operierten Tiere (operativer Eingriff ohne Sepsisinduktion und ohne Medikamentenapplikation).
Angegeben sind die Mittelwerte mit zugehorigem Standardfehler.

Abbildung 4.3 stellt diese Ergebnisse noch einmal systematisch dar. Festzuhalten
ist dabei eine Runterregulierung der mRNA Expression von Perlekan in der Sepsis-
Kontrollgruppe in allen untersuchten Organen (statistisch signifikant in der Lunge
und Niere). Die Behandlung mit Peptid 19.2 5 fiihrt dagegen zu einer Hochregulie-
rung der mRNA Expression von Perlekan in allen untersuchten Organen (statistisch

signifikant in Leber, Milz und Niere).
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4.4 Zytokinexpressionen im Plasma

In unseren Untersuchungen kam es unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 zu einer sta-
tistisch ~signifikanten Reduktion von Interleukin-6 (IL-6) (1214,2 pg/ml
+ 1237.5 pg/ml) im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe (8191,3 pg/ml
+ 5971,8 pg/ml, p < 0,001). Die Gabe von Polymyxin B fithrte zu einem mitt-
leren IL-6-Wert von 2927,2 pg/ml (+ 3853,6 pg/ml), der im Vergleich zur Sepsis-
Kontrollgruppe statistisch signifikant niedriger war (p = 0,005). Des Weiteren zeigte
sich in der Gruppe der sham-operierten Tiere ein mittlerer IL-6-Wert von
12,9 pg/ml (£ 11,4 pg/ml), der sich ebenfalls statistisch signifikant von dem der
Sepsis-Kontrollgruppe unterschied (p < 0,001).

Die in Abbildung 4.4 dargestellten mittleren Werte der Gruppen fiir IL-6 zeigen, dass
sowohl die Behandlung mit Peptid 19.2-5 als auch die Behandlung mit Polymyxin B
im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe zu einer statistisch signifikanten Reduktion

von IL-6 fihrt.
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Abbildung 4.4: Mittlere Werte fiir IL-6 und die dazugehorigen Standardfehler in pg/ml.
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Die Bestimmung der Werte fiir Interleukin-10 (IL-10) zeigte in der mit
Peptid 19.2-5 behandelten Gruppe von Tieren einen statistisch signifikant niedrige-
ren mittleren Spiegel von IL-10 im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe (89,1 pg/ml
+ 91,9 pg/ml vs. 1356,8 pg/ml £+ 17775 pg/ml; p = 0,002). In der Polymyxin B-
Gruppe konnten wir einen mittlereren IL-10-Wert von 474,7 pg/ml + 1052,3 pg/ml
messen, der im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe statistisch signifikant niedriger
war (p = 0,032). Der IL-10-Spiegel in der Gruppe der sham-operierten Tiere lag bei
4,3 pg/ml + 5,7 pg/ml und unterschied sich ebenfalls statistisch signifikant von dem
der Sepsis-Kontrollgruppe (p < 0,001).

Die Ergebnisse fiir IL-10 sind in Abbildung 4.5 noch einmal systematisch dargestellt.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es sowohl unter der Behandlung mit Peptid
19.2-5 als auch unter der Behandlung mit Polymyxin B, verglichen mit der Sepsis-

Kontrollgruppe, zu einer statistisch signifikanten Reduktion von IL-10 kommt.
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Abbildung 4.5: Mittlere Werte fiir IL-10 und die dazugehérigen Standardfehler in pg/ml.
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Die dritte Messung bestimmte den Spiegel fiir das Monocyte Chemoattractant Prote-
in (MCP-1). Die Tiere mit Peptidtherapie zeigten einen statistisch signifikant niedri-
geren mittleren MCP-1-Wert im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe (907,0 pg/ml +
690,1 pg/ml vs. 3273,3 pg/ml + 2457,8 pg/ml, p < 0,001). Der mittlere MCP-1-Wert
der  Tiere, die mit Polymyxin B  behandelt wurden, lag bei
1285,4 pg/ml (£ 960,2 pg/ml) und unterschied sich statistisch signifikant von dem
der Sepsis-Kontrollgruppe (p = 0,002). Die Sham-Gruppe zeigte einen mittleren
MCP-1-Wert von 45,5 pg/ml + 62,1 pg/ml, der sich ebenfalls von dem der Sepsis-

Kontrollgruppe statistisch signifikant unterschied (p < 0,001).

Die in Abbildung 4.6 dargestellten Werte fiir MCP-1 zeigen zusammenfassend, dass
es sowohl in der Gruppe der Tiere, die mit Peptid 19.2-5 behandelt wurden, als
auch in der Gruppe der Tiere, die mit Polymyxin B behandelt wurden, zu statis-
tisch signifikanten niedrigeren mittleren Werten von MCP-1 im Vergleich zur Sepsis-

Kontrollgruppe kommt.
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Abbildung 4.6: Mittlere Werte fiir MCP-1 und die dazugehérigen Standardfehler in pg/ml.
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Die mittleren Werte fiir Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-«) sind in Abbildung 4.7
dargestellt. Die Gruppe der Tiere, die mit Peptid 19.2-5 behandelt wurde, hatte im
Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe einen statistisch signifikant niedrigeren TNF-a-
Spiegel (37,3 pg/mp + 26,6 pg/ml vs. 2221 pg/ml + 250,0 pg/ml,
p = 0,02). In der Polymyxin B-Gruppe lag der mittlere TNF-a-Wert bei 85,5 pg/ml
(+ 98,8 pg/ml). Der mittlere TNF-a-Wert der Sham-Gruppe lag bei 54 pg/ml
(£ 8,1 pg/ml) und unterschied sich statistisch signifikant von der Sepsis-
Kontrollgruppe (p = 0,005).

Zusammenfassend zeigt sich in der Gruppe der Tiere, die mit Peptid 19.2-5 behandelt
wurden, im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe ein statistisch signifikant niedrigerer

mittlerer Wert von TNF-a.
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Abbildung 4.7: Mittlere Werte fiir TNF-a und die dazugehérigen Standardfehler in pg/ml.
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Abbildung 4.8 zeigt die mittleren Werte der Gruppen fiir Interferon-y (IFN-7). Tie-
re, die mit Peptid 19.2-5 behandelt wurden, hatten einen niedrigeren mittleren
I[FN-v-Wert im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe (3,0 pg/ml + 3,9 pg/ml vs.
7,0 pg/ml £+ 10,4 pg/ml). Der mittlere IFN-y-Wert der Tiere, die mit Polymyxin B
behandelt wurden, lag bei 9,6 pg/ml (4 16,5 pg/ml). Die Sham-Gruppe zeigte einen
mittleren IFN-7y-Wert von 2,7 pg/ml + 5,9 pg/ml. Zwischen den Gruppen zeigte

sich kein statistisch signifikanter Unterschied.

Zusammenfassend kommt es unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 zu einer Reduk-
tion der Plasmaspiegel von IFN-v im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe, die sich

jedoch nicht statistisch signifikant unterscheidet.
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Abbildung 4.8: Mittlere Werte fiir IFN-y und die dazugehorigen Standardfehler in pg/ml.
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5 Diskussion

In unserem murinen Modell der experimentellen Sepsis konnten wir erstmalig ei-
ne Regulierung der Genexpression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan in der
polymikrobiellen Sepsis in mehreren untersuchten Organen messen. Statistisch signi-
fikant zeigte sich in der Sepsis-Kontrollgruppe eine Regulierung der Genexpression
von Heparanase in der Niere, von Syndekan-1 in der Lunge und von Perlekan in der

Lunge und in der Niere.

Daneben konnten wir einen Einfluss von Peptid 19.2-5 auf die Regulierung der Gen-
expression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan beobachten. Im Vergleich zur
Sepsis-Kontrollgruppe zeigte sich unter der Therapie mit Peptid 19.2-5, aufer bei der
Genexpression von Heparanase in der Leber, ein statistisch signifikanter Unterschied

in allen untersuchten Organen.

Im statistischen Vergleich des Einflusses der beiden Therapeutika Peptid 19.2-5 und
Polymyxin B auf die Regulierung der Genexpression von Heparanase,
Syndekan-1 und Perlekan ergab sich in allen untersuchten Organen kein statistisch

signifikanter Unterschied.

Des Weiteren konnten wir in unseren Untersuchungen eine Reduktion der Plasma-

spiegel der Zytokine unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 messen.

5.1 Regulierung von Heparanase, Syndekan-1 und

Perlekan in der Sepsis

Eine Hochregulierung der Heparanase in inflammatorischen Prozessen, die nicht
durch eine Infektion bedingt sind, ist in der Literatur beschrieben

(siehe Abschnitt 1.3.2 auf Seite 18). In unserem murinen Modell konnten wir in
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5 Diskussion

der Niere nun auch eine statistisch signifikante Hochregulierung in der Inflamma-
tion zeigen, die durch eine polymikrobielle Sepsis bedingt war (sieche Abbildung 4.1
auf Seite 43). Untersuchungen an kultivierten Podozyten aus Ratten stiitzen zusétz-
lich dieses Ergebnis durch eine beschriebene Erhohung der glomerularen Heparanase
mRNA- und Proteinexpression unter dem Einfluss von Reaktiven Sauerstoffspezies,
die wiederum wihrend der Sepsis erhoht sind (van den Hoven et al. 2009, Galley
2011). Die Hochregulierung der Heparanase Genexpression konnte in der Patho-
physiologie der Sepsis von Bedeutung sein, da gezeigt werden konnte, dass die He-
paranase durch ihre Degradation von Heparansulfaten einen Barriereschaden der
glomerularen Basalmembran der Niere verursacht. Dieser geht mit Proteinurie ein-
her, die wiederum mit einer erh6hten Mortalitdt wahrend Infektionserkrankungen

assoziiert ist (van den Hoven et al. 2007, Wang et al. 2011).

Eine Runterregulierung der Syndekan-1 Expression, wie sie in histologischen Unter-
suchungen nach Exposition von Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) in der Leber
(Hayashida et al. 2008) und in einem Sepsismodell der Ratte in Immunfluoreszenz-
Untersuchungen in der Niere (Adembri et al. 2011) beschrieben ist, konnten wir
in unserem Modell der polymikrobiellen Sepsis nicht messen. In unseren Versuchen
kam es in der Leber und in der Niere zu einer statistisch nicht signifikanten Hoch-
regulierung der Syndekan-1 mRNA Expression in der Sepsis-Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 4.2 auf Seite 45). Diese gegenteiligen Beobachtungen kénnten in den un-
terschiedlichen Methodendesigns begriindet sein. Sowohl Hayashida et al. als auch
Adembri et al. untersuchten die Proteinexpression. Wir hingegen untersuchten die
Genexpression. Des Weiteren unterscheiden sich die Zeitpunkte der Beobachtungen.
Hayashida et al. mafen die Expression 7 und 11 Stunden nach SEB-Injektion und
Adembri et al. 3 (50% Reduktion) und 7 Stunden (80% Reduktion) nach Indukti-
on der Sepsis im CLP-Modell. In unseren Versuchen wurde die Genexpression 24
Stunden nach Sepsisinduktion gemessen. Des Weiteren war unser Modell auf 100%
Letalitdt nach 36 Stunden eingestellt. Da der Krankheitsverlauf der Sepsis immu-

nologisch biphasisch verlauft und diese dynamische Phasenfolge einer organ- und
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substratpezifischen Zeitspanne unterliegt (Cohen 2002, Zanotti et al. 2002), kénnte
die in unseren Versuchen gemessene statistisch nicht signifikante Hochregulierung
von Syndekan-1 in der Niere und in der Leber eventuell ein Zeichen dafiir sein, dass
die Expression von Syndekan-1 24 Stunden nach Sepsisbeginn bereits durch eine

immunologisch hypodyname Phase geprégt ist.

Diese Zusammenhénge verweisen auf die Limitationen unserer Untersuchungen. Zum
einen beziehen sich unsere Messungen ausschlieflich auf die Genexpression von He-
paranase, Syndekan-1 und Perlekan. Eine Aussage der Expression auf Proteinebene
kann daher erst durch anschliefende Untersuchungen gemacht werden. Des Weiteren
erfolgte eine einmalige Messung 24 Stunden nach Sepsisbeginn. Um Aussagen iiber
den zeitlichen Verlauf der Regulierung machen zu koénnen, miissen in weiterfiihren-

den Untersuchungen Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgen.

In der Milz zeigte sich in unserem Modell eine statistisch nicht signifikante Run-
terregulierung der mRNA Expression von Syndekan-1 in der Sepsis-Kontrollgruppe
um das 2,8-fache (siehe Abbildung 4.2 auf Seite 45). Uber eine Regulierung von
Syndekan-1 in der Milz finden sich in der Literatur, trotz intensiver Suche, keine
Angaben. Ein moglicher Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen kénnte der hohe
Anteil von B-Zellen (50% aller im Koérper vorhandenen) in diesem Organ (Altamura
et al. 2001) sein, die ein hohes Mafs an Syndekan-1 Expression aufweisen (Kim et al.

1994, Sanderson und Bgrset 2002).

In der Sepsis-Kontrollgruppe sank in unserem Modell im Herz die
mRNA Expression von Syndekan-1 statistisch nicht signifikant um das 2,5-fache
(siehe Abbildung 4.2 auf Seite 45). Einen moglichen Einfluss auf die Regulierung
der Expression von Syndekan-1 im Herz konnte der durch klinische Studien belegte
erhohte Oxidative Stress bei Patienten mit Sepsis (Galley 2011) haben. In einem
murinen Modell konnte gezeigt werden, dass unter Oxidativem Stress die mRNA
Expression von Syndekan-1 im linken Ventrikel supprimiert ist (Kliment und Oury
2011). Auch fiir diese Zusammenhénge kénnten Untersuchungen auf Proteinebene

weiterfithrende Hinweise geben.
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In unseren Versuchen zeigte sich in der Lunge eine statistisch signifikante Runterre-
gulierung der mRNA Expression von Syndekan-1 in der Sepsis-Kontrollgruppe um
das 20,6-fache (siehe Abbildung 4.2 auf Seite 45). Analog beschreiben Hayashida
et al. 2008 in einem Mausmodell des Gram-positiven toxischen Schocks histologisch
eine reduzierte Expression von Syndekan-1 auf Typ II Pneumozyten 7 Stunden nach
Injektion von SEB. Des Weiteren wird im h&morrhagischen Schock eine ausgeprég-
te reduzierte mRNA Expression von Syndekan-1 auf der alveolaren Zelloberfliche
beschrieben (Kozar et al. 2011). Durch unsere Ergebnisse konnte nun auch, neben
den Erkenntnissen aus dem Modell des Gram-positiven Schocks und des hdmorrha-
gischen Schocks, eine Regulierung der Syndekan-1 Expression in der Lunge in einem

Modell der polymikrobiellen Sepsis gezeigt werden.

Die anatomischen Gegebenheiten des bronchopulmonalen Systems kénnten ein mog-
licher Grund fiir den starken Einfluss der Sepsis auf die Genexpression von
Syndekan-1 sein. Syndekan-1 ist als Zelloberflichen assoziiertes HSPG in hohem
Mafs auf Makrophagen und Epithelien exprimiert (Parish 2006), und das broncho-
pulmonale System stellt somit mit seinen Alveolarmakrophagen und einem Oberfla-
chenepithel von iiber 70 m? (Meyer 2002) Fliche ein Organ mit einer groken Menge
an Syndekan-1 dar.

In der Lunge ergaben unsere Messungen zur mRNA Expression von Perlekan eine
statistisch signifikante Runterregulierung in der Sepsis-Kontrollgruppe um das 26,6-
fache (siehe Abbildung 4.3 auf Seite 47). Dieses Ergebnis, analog zu Syndekan-1,
lasst einen starken Einfluss der Sepsis auf die Regulierung von Zelloberflichen und
Basalmembran assoziierten HSPG in der Lunge vermuten. Die pathophysiologische
Bedeutung von Perlekan hierbei ist ungeklért. Fiir weitere Untersuchungen kénnten
die Experimente von Hayashida et al. 2008 methodische Ansétze liefern, die bereits
eine Bedeutung von Syndekan-1 in inflammatorischen Prozessen in der Lunge zeigen

konnten.
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5.2 Regulierung von Heparanase, Syndekan-1 und

Perlekan unter der Therapie mit Peptid 19.2-5

In der Niere kam es unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 im Vergleich zur Sepsis-
Kontrollgruppe zu einer supprimierten mRNA Genexpression von Heparanase, die
sich statistisch signifikant unterschied (siehe Abbildung 4.1 auf Seite 43). Eine mogli-
che therapeutische Bedeutung einer supprimierten Expression der Heparanase in der
Sepsis konnte in dem folglich verminderten Barriereschaden der glomeruldren Ba-
salmembran zu sehen sein, der, wie bereits angemerkt, mit Proteinurie und erhohter

Mortalitét einhergeht (van den Hoven et al. 2007, Wang et al. 2011).

Unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 kam es in der Milz und im Herz zu einer sta-
tistisch signifikanten Runterregulierung der Heparanase Genexpression (siehe Abbil-
dung 4.1 auf Seite 43). Im Hinblick auf anschliefende Untersuchungen stellt sich nun
die Frage, ob Peptid 19.2-5 auch einen Einfluss auf die Expression der Heparanase in
anderen Erkrankungen haben konnte, da bekannt ist, dass die Heparanase sowohl an
Prozessen der Tumorinvasion und Metastasierung (Vlodavsky et al. 2011) als auch
an Chronisch Entziindlichen Darmerkrankungen (Waterman et al. 2007) beteiligt

ist.

Vergleicht man in Bezug auf die Runterregulierung der mRNA Expression der He-
paranase die Wirkung von Polymyxin B mit der des Peptids 19.2-5, so zeigt sich
in der Lunge, in der Leber und in der Niere eine dhnliche Wirkung ohne statistisch

signifikante Unterschiede.

In der Milz und im Herz fiel die Runterregulierung unter der Therapie mit Polymy-
xin B quantitativ stérker als unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 aus (siehe Abbil-
dung 4.1 auf Seite 43). Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Regulierung
unter beiden Therapeutika zeigte sich jedoch nicht. Weiterfiihrende Untersuchungen
zur Frage, ob Polymyxin B auch einen Einfluss auf die Genexpression von Hepara-

nase in anderen Erkrankungen haben konnte, sind im Hinblick auf einen mdéglichen
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klinischen Einsatz durch das hohe neuro- und nephrotoxische Potential (Falagas und

Kasiakou 2006) jedoch eventuell limitiert.

Die mRNA Expression von Syndekan-1 unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 un-
terschied sich statistisch signifikant im Vergleich zur Sepsis-Kontrollgruppe in al-
len untersuchten Organen (siehe Abbildung 4.2 auf Seite 45). Eine Erhéhung von
Syndekan-1 in der Sepsis konnte von therapeutischer Bedeutung sein, da in murinen
in vitro und in vivo Modellen gezeigt werden konnte, dass Syndekan-1 die leuko-
zytar vermittelte Inflammation hemmt, wodurch die pro-inflammatorische Kaskade
abgeschwicht wird (Floer et al. 2010, Gotte et al. 2002, Kharabi Masouleh et al.
2009, Vanhoutte et al. 2007). Des Weiteren ist durch Hayasida et al. 2008 und 2009
beschrieben, dass SDC - /- Mause bei bakteriellen Infektionen eine hhere Mortalitét
aufweisen. Die intravaskuldre Hypovolamie, bedingt durch ein Defizit der vaskula-
ren Barriere, ist mafsgeblich an der Pathophysiologie der Sepsis beteiligt (Lee und
Slutsky 2010), wobei Syndekan-1 als Hauptbestandteil der Glykokalyx hierbei eine
Schliisselrolle in der Erhaltung der vaskuldren Barriere einnimmt (Edovitsky 2006).
Peptid 19.2-5 scheint somit die Expression von Syndekan-1 im Sinne einer méglichen

Inflammationshemmung zu beeinflussen.

Xu et al. und Hayashida et al. geben in ihren Arbeiten zur Lunge ebenfalls Hin-
weise auf eine eventuelle therapeutische Bedeutung einer erhohten Expression von
Syndekan-1. Murine Modelle zeigten bei Suppression oder Absenz von Syndekan-1
eine verstirkte Inflammation (Xu et al. 2005) und pulmonale Odembildung (Ha-
yashida et al. 2008). Da Inflammation und Odembildung in der Lunge wihrend
der Sepsis vorherrschende pathologische Prozesse darstellen, konnte eine Erhohung
von Syndekan-1, wie wir sie unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 im Vergleich zur
Sepsis-Kontrollgruppe statistisch signifikant messen konnten, im Hinblick auf den

klinischen Verlauf auch in der Sepsis von Bedeutung sein.

Auffallend in unseren Untersuchungen war, dass es in der Milz, Leber und Niere
unter der Gabe von Peptid 19.2-5 zu einer statistisch signifikanten Hochregulierung

der mRNA Expression von Syndekan-1 kam (siehe Abbildung 4.2 auf Seite 45). Auch
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diese Ergebnisse werfen wie auch die zur Expression der Heparanase die Frage auf,
ob eine Applikation von Peptid 19.2-5 auch bei anderen Erkrankungen einen Einfluss
auf die Expression von Syndekan-1 haben konnte. Syndekan-1 spielt auch eine maf-
gebliche Rolle in der Tumorbiologie. Es moduliert verschiedene Schliisselprozesse der
Proliferation, Apoptose, Angiogenese und Metastasierung. Eine niedrige Expression
von Syndekan-1 im Tumorgewebe ist mit schlechterer Prognose bei Tumoren der

Lunge, des Kolon, der Leber und des Kopf-Halses beschrieben (Teng et al. 2012).

Die Therapie mit Peptid 19.2-5 fithrte in unseren Versuchen in der Leber zu einer sta-
tistisch signifikanten Hochregulierung der Syndekan-1 Genexpression (sieche Abbil-
dung 4.2 auf Seite 45). Im Herz =zeigte sich unter der Therapie mit
Peptid 19.2-5 ein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur
Sepsis-Kontrollgruppe. In der Literatur finden sich Hinweise, dass eine Erhohung
der Genexpression von Syndekan-1 in diesen Organen fiir die Sepsis relevante pa-
thologische Prozesse attenuieren konnte. Bei SDC -/- Méusen kommt es 7 und 11
Stunden nach Exposition von SEB zu einem fulminanten Leberschaden (Hayashida
et al. 2008). In Untersuchungen von Vanhoutten et al. konnte in einem murinen
Myokardinfarktmodell gezeigt werden, dass unter einer Erhéhung der Syndekan-1
mRNA- und Proteinexpression die Inflammation im Herzen reduziert und dieses
vor Dilatation und Dysfunktion geschiitzt werden kann (Vanhoutte et al. 2007).
Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass Peptid 19.2-5 die Genexpression von
Syndekan-1 im Hinblick auf eine mégliche Inflammationshemmung beeinflussen kénn-

te.

In der Leber und in der Niere konnten wir unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 und
Polymyxin B eine statistisch signifikante Hochregulierung der Syndekan-1 Genex-
pression nachweisen (siehe Abbildung 4.2 auf Seite 45). Ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Regulierung unter beiden Therapeutika zeigte sich jedoch nicht.
Auch diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob eine Applikation von Peptid 19.2-5
oder Polymyxin B auch bei anderen Erkrankungen einen Einfluss auf die Expression

von Syndekan-1 haben konnte.
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5.3 Zytokinspiegel und die Expression von

Heparanase, Syndekan-1, Perlekan

In unseren Messungen 24 Stunden nach Sepsisbeginn zeigte sich im Plasma, vergli-
chen zur Sepsis-Kontrollgruppe, unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 eine statistisch
signifikante Reduktion von Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-«), Interleukin-6 (IL-6),
Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) und Interleukin-10 (IL-10) (siehe
Abschnitt 4.4).

Aus in vitro Untersuchungen ist bekannt, dass eine Erh6hung der mRNA Heparanase
Expression sowohl aus einer Exposition mit TNF-a (Chen et al. 2004, Edovitsky
2006) als auch aus einer Exposition mit IFN-y (Edovitsky 2006) resultiert.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl nach Zugabe von TNF-« (Day et al.
2003, Haywood-Watson et al. 2011, Kainulainen et al. 1996) als auch nach Zugabe
von IFN-y (Worapamorn et al. 2001) die mRNA Expression von
Syndekan-1 supprimiert ist.

Auch fiir Perlekan ist eine dosisabhéngige Suppression der mRNA Expression unter
dem Einfluss von TNF-« in Endothelzellen beschrieben (Ramasamy et al. 1995,
Tufvesson und Westergren-Thorsson 2000).

Durch die Ergebnisse unserer Untersuchungen stellt sich nun die Frage, ob der Ein-
fluss von Peptid 19.2-5 auf die Genexpression von Heparanase, Syndekan-1 und Per-
lekan nicht zumindest auch durch den Einfluss von Peptid 19.2-5 auf die Plasmalevel
der Zytokine erklart werden kann. Diese vermuteten Zusammenhénge konnen zum
jetzigen Stand lediglich erste Ansatzpunkte zu dieser Fragestellung liefern. In wei-
teren Untersuchungen, die der Frage nachgehen, iiber welchen Mechanismus Peptid
19.2-5 die Genexpression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan reguliert, sollte
unter der Beriicksichtigung des Einflusses der Zytokine auf die Genexpresssion die

Reduktion der Zytokine durch Peptid 19.2-5 beachtet werden.
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6 Zusammenfassung

Trotz intensiver Forschung bleiben die Morbiditat und Mortalitét der Sepsis und des
septischen Schocks hoch. Die wachsende Resistenz von Bakterien gegeniiber konven-
tionellen Antibiotika verstiarkt Bestrebungen synthetisch hergestellte antimikrobielle
Peptide als additive Wirkstoffe im klinischen Einsatz zu entwickeln. Das synthetisch
hergestellte antimikrobielle Peptid 19.2-5 zeigt eine anti-inflammatorische Wirkung
gegen Bakterien und Viren und limitiert im murinen Modell die Schwere der Sep-
sis. Heparanase und die beiden Heparansulfat-Proteoglykane Syndekan-1 und Per-
lekan sind ubiquitdar exprimiert und agieren als Modulatoren in inflammatorischen
Prozessen. Die Regulierung ihrer Genexpression in der polymikrobiellen Sepsis ist

bisher nicht untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher folgende Fragen zu beantworten:

1) Sind die Genexpressionen von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan in mehreren
Organen in einem murinen Modell der polymikrobiellen Sepsis reguliert?
2) Beeinflusst Peptid 19.2-5 die Regulierung im Sinne einer Inflammationshemmung?
3) Unterscheidet sich der Einfluss von Peptid 19.2-5 auf die Genexpression von He-
paranase, Syndekan-1 und Perlekan zu dem des Peptidantibiotikums Polymyxin B?
4) Kommt es unter der Therapie mit Peptid 19.2-5 parallel zur Verédnderung der Gen-
expression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan zu einer Suppression

pro- und anti-inflammatorischer Zytokine im Plasma?

Die Versuche zu dieser Arbeit gliederten sich in vier Teile:

40 ménnliche NMRI-Mé&use wurden in vier Gruppen randomisiert: (i) Sham-
Operation und NaCl 0,9% Applikation (Sham), (ii) Induktion der Sepsis und NaCl
0,9% Applikation (Sepsis-Kontrollgruppe), (iii) Induktion der Sepsis und Applikati-
on von Peptid 19.2-5 (Peptid 19.2-5) und (iv) Induktion der Sepsis und Applikation
von Polymyxin B (Polymyxin B). Im ersten Teil wurde den Tieren in Narkose ein
zentralnervoser Katheter zur kontinuierlichen Fliissigkeits- und Medikamentenappli-
kation implantiert. Nach 48 Stunden Ruhephase folgte im zweiten Teil die Induktion

der Sepsis mittels zoekaler Ligatur und Punktion in Allgemeinanésthesie sowie der
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Beginn der Medikamentenapplikation. Im dritten Teil wurden 24 Stunden nach In-
duktion der Sepsis die Tiere getétet. Lunge, Leber, Milz, Herz und Niere sowie Blut-
proben wurden entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren. Im vier-
ten Teil erfolgten die Messungen der Genexpressionen von Heparanase, Syndekan-1
und Perlekan in den Organen mittels Real-Time-PCR sowie der Zytokinspiegel im

Plasma mittels Durchflusszytometrie.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1) Die Genexpressionen von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan sind in der
polymikrobiellen Sepsis im Sinne einer pro-inflammatorischen Wirkung reguliert.
Statistisch signifikant zeigt sich dies fiir Heparanase in der Niere, fiir Syndekan-1 in
der Lunge und fiir Perlekan in der Lunge und in der Niere.

2) Peptid 19.2-5 hat einen Einfluss auf die Expression im Sinne einer Inflammati-
onshemmung. Im Vergleich zur Sepsis ohne spezifische Behandlung zeigt sich unter
der Therapie mit Peptid 19.2-5, mit Ausnahme der Regulierung der Genexpression
von Heparanase in der Leber, ein statistisch signifikanter Unterschied in allen un-
tersuchten Organen fiir Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan.

3) Im statistischen Vergleich des Einflusses der beiden Therapeutika Peptid 19.2-5
und Polymyxin B zeigt sich in allen untersuchten Organen kein statistisch signifi-
kanter Unterschied.

4) Unter Therapie mit Peptid 19.2-5 kommt es parallel zur Regulierung der Genex-
pression von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan zu einer statistisch signifikanten

Suppression der Plasmaspiegel von TNF-«, IL-6, IL-10 und MCP-1.

Die vorliegende Arbeit belegt eine Regulierung der Genexpression von Heparana-
se, Syndekan-1 und Perlekan in der polymikrobiellen Sepsis im Sinne einer pro-
inflammatorischen Wirkung in mehreren Organen und zeigt die pleiotrope anti-
inflammatorische Wirkung von Peptid 19.2-5 durch Regulierung der Genexpression
von Heparanase, Syndekan-1 und Perlekan im Sinne einer Inflammationshemmung
sowie der Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine im Plasma. Diese Ergebnisse
geben wichtige Erkenntnisse fiir das Verstiandnis der Wirkung von Peptid 19.2-5
in inflammatorischen Prozessen und fiir die Weiterentwicklung als additives anti-

inflammatorisches Therapeutikum.
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7 Abstract

Despite intense effort in basic and clinical research the morbidity and mortality
of sepsis and septic shock remain high. The impending problem is the growing
number of multiresistant bacteria against most commonly used antibiotics during
the last years. Therefore, the challenge is to develop synthetic peptide-based drugs on
the basis of naturally occurring antimicrobial peptides as new ant-infective agents
in order to effectively treat septic patients. The synthetic antimicrobial peptide
19.2-5 shows anti-inflammatory activity against bacteria and viruses and limits the
severity of septic shock in vivo. Heparanase and the heparan sulfat protoeoglycans
syndecan-1 and perlecan are ubiquitary expressed and play important roles in
inflammatory reactions. The regulation of their gene expressions in polymicrobial

sepsis is still uninvestigated.

Aim of this study was to answer the following questions:

1) Are the gene expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan regulated in
several organs in polymicrobial sepsis in a murine model?

2) Does peptide 19.2-5 influence the gene expressions of heparanase, syndecan-1 and
perlecan in sepsis in an anti-inflammatory manner?

3) Do peptide 19.2-5 and the peptide antibioticum polymyxin B differ in the
influence on gene expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan?

4) Does the therapy with peptide 19.2-5 lead to suppression of pro- and

anti-inflammatory cytokines in plasma?

The experimental trial was structured in four parts:

40 male NMRI mice were randomized to the following four groups: (i) sham ope-
ration and NaCl 0.9% administration (sham); (ii) sepsis induction and NaCl 0.9%
administration (sepsis-control); (iii) sepsis induction and infusion of the synthetic
antimicrobial peptide 19.2-5 (peptide 19.2-5) or (iv) sepsis induction and
polymyxin B infusion (polymyxin B). In the first part all animals underwent
venous catheterization for continuous i.v. application of fluids and drugs in general

anesthesia. After resting in the cage for 48h the induction of the sepsis by cecal
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ligation and puncture in general anesthesia and the i.v. administration of fluids
and drugs followed in the second part. After 24 hours of sepsis all animals were
killed. In the third part lung, liver, spleen, heart and kidney were harvested as well
as blood was sampled and frozen until measurement. During the fourth part gene
expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan were measured in real time PCR
and determination of plasma cytokine levels were performed using a cytometric bead

array.

Summing up the results of this study are:

1) Gene expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan are regulated
during polmymicrobial sepsis in a pro-inflammatory manner. There is a
statistically significant upregulation of heparanase in kidney, syndecan-1 in lung
and perlecan in lung and kidney.

2) Administration of peptide 19.2-5 influences the gene expressions of
heparanase, syndecan-1 and perlecan in sepsis in an anti-inflammatory manner.
Compared to sepsis without specific treatment the administration of peptide 19.2-5
shows a statistically significant difference in the regulation of gene expressions of
heparanase, syndecan-1 and perlecan in all organs except heparanase in the liver.
3) Peptide 19.2-5 and polymyxin B do not statistically significantly differ in the
influence on gene expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan.

4) Parallel to the regulation of the gene expressions of heparanase, syndecan-1
and perlecan peptide 19.2-5 supresses statistically significantly the plasma levels of

TNF-a, IL-6, IL-10 und MCP-1.

Using a widely used mouse model of polymicrobial sepsis, the present study
analyses a regulation of gene expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan
during polmymicrobial sepsis in several organs in a pro-inflammatory manner.
Second the study indicates a pleiotropic anti-inflammatory activity of peptide
19.2-5 by regulating gene expressions of heparanase, syndecan-1 and perlecan in an
anti-inflammatory manner and reducing plasma levels of pro-inflammatory
cytokines. These results provide important information for the understanding of
peptide’s 19.2-5 activity in inflammatory reactions and for further development of

peptide 19.2-5 as a tool in anti-infective treatment.

64



Abbildungsverzeichnis

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

Signalweg nach Bindung des LPS-LBP-Komplexes . . . . . . . . . ..
Pathophysiologie der Sepsis und des Multiorganversagens . . . . . . .
Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide in der Sepsis . . . . . . .
Glykokalyx des Endothels . . . . . .. ... ..o
Syndekan-1, Perlekan und die Grundstruktur der Heparansulfate . . .
Hemmung der leukozytiaren Transmigration durch Syndekan-1

Vaskulédre Barrierefunktion von Syndekan-1. . . . . . ... ... ...
Barrierefunktion von Perlekan . . . . . . .. ... ..o

Transzytose von Chemokinen durch Perlekan . . . . . . . .. ... ..

RNA Agarosegelelektrophorese Herz . . . . . . . . ... .. ... ...
RNA Agarosegelelektrophorese Lunge . . . . . . . .. ... ... ...
Amplifikation . . . . ...
Schmelzkurve . . . . . . . ..o o

Verdiinnungsreihe . . . . . . ...

Heparanase mRNA Expression . . . . ... ... .. ... ... ....
Syndekan-1 mRNA Expression . . . . . . ... ... ... ... ....
Perlekan mRNA Expression . . . . . .. .. ... ... .. ......
IL-6 Plasmaspiegel . . . . . . . . . .. ...
IL-10 Plasmaspiegel . . . . . . . . . . . ...
MCP-1 Plasmaspiegel . . . . . . . . . .. ...
TNF-a Plasmaspiegel . . . . . . . . .. .. ... ... ...
IFN-v Plasmaspiegel . . . . . . . . ... .. ... ...

65



Tabellenverzeichnis

1.1 Definitionen SIRS, Sepsis, septischer Schock . . . . . .. ... .. .. 2
1.2 Peptid 19.2-5 . . . . . o 14
3.1 Gruppen Sepsismodell . . . .. ..o 27
3.2 Verwendete Primerpaare . . . . . . .. ... .. ... ... .. ..., 34
3.3 PCR-Ansatz . . . . . . . . . . 35
3.4 Berechnete Effizienzen der verwendeten Primer. . . . . . . . . .. .. 40

66



Abkurzungsverzeichnis

AMP ......... Antimikrobielle Peptide

cDNA ........ Komplementére Desoxyribonukleinsaure
CLP .......... Coekale Ligatur und Punktion
Ct-Wert ...... threshold cycle-Wert

dATP ........ Desoxyadenosintriphosphat

dCTP ........ Desoxycytidintriphosphat

dGTP ........ Desoxyguanosintriphosphat

DIC .......... Disseminierte Intravasale Gerinnung
dTTP ........ Desoxythymidintriphosphat

ELISA ....... Enzyme-linked immunosorbent assay
ESBL ........ extended-spectrum (-Lactamase produzierende Enterobakterien
EZM ... Extrazellulare Matrix

GAG ......... Glykosaminoglykane

GLcA ........ Glukuronséure

GlcNAc ...... N-Acetylglucosamin

HAD ......... Humane a-Defensine

HBD ......... Humane S-Defensine

HNP ......... Human Neutrophil Peptides

HSPG ........ Heparansulfatproteoglykane

ICAM ........ Intrazelluldres Adhésionsmolekiil
IFN-y ..., Interferon-~

| U I Interleukin-1

IL-6 .......... Interleukin-6
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LBP .......... Lipopolysaccharid-Bindungs-Protein

LPS .......... Lipopolysaccharid

MCP-1 ....... Monocyte Chemoattractant Protein 1
MOV ......... Multiorganversagen

MRSA ....... Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
NaCl ......... Natriumchlorid

NMRI ........ Naval Medical Research Institute

NO ........... Stickstoffmonoxid

PAF .......... Plattchen-aktivierender Faktor

PCR ......... Polymerasekettenreaktion

RNA ......... Ribonukleinsaure

RT ........... Reverse Transkriptase

SDC -/- ...... Syndekan-1 defiziente Méuse

SEB .......... Staphylokokken Enterotoxin B

SIRS ......... Systemic Inflammatory Response Syndrome
SSCM ........ Society of Critical Care Medicine

TLR4 ........ Toll-like-Rezeptor 4

TNF-a ....... Tumor-Nekrose-Faktor-a

VCAM ....... Vaskulédres Adhésionsmolekiil

VRE ......... Vancomycin-resistente Enterokokken
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