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Zusammenfassung

Hintergrund:

Die Sepsis stellt bis heute ein schwerwiegendes Krankheitsbild mit einhergehender, hoher
Letalitat dar. Die Grundlagen der Pathophysiologie liegen in einer inadaquaten Reaktion des
Organismus auf eine Infektion mit einhergehender Aktivierung der Inflammations- sowie Ko-
agulations-Kaskade, Stérung der Mikrozirkulation und konsekutiver Organdysfunktion. Ein-
zelne Bestandteile dieser pathophysiologischen Prozesse haben einen modulierenden Ein-
fluss auf den septischen Krankheitsverlauf und kénnen somit potenzielle Agenzien in der
Sepsis-Therapie darstellen. Von besonderer Bedeutung sind Agenzien mit Beeinflussung der
Inflammation als auch der Koagulation. Ahnlich dem Wirkspektrum des aktivierten Protein C
(aPC) kdnnten weitere Bestandteile der physiologischen Gerinnung inflammatorische Eigen-
schaften besitzen, wie das Protein Z (PZ) und der Protein Z abh&ngige Protease Inhibitor
(ZP).

Das PZ ist ein Vitamin-K abhangiges, 62kDa schweres Glykoprotein und wirkt als Cofaktor
eines 72kDa schweren Serpins, dem ZPI. Die Funktion des ZPI besteht in der Inaktivierung
der Gerinnungsfaktoren Xa, Xla sowie 1Xa. Durch die Interaktion des ZPI mit dem Cofaktor
PZ, Calcium-lonen sowie Phospholipiden wird die Faktor-Xa-Inaktivierung um das 1000-
Fache verstérkt.

Entgegen der genauen Kenntnisse dieser anti-koagulatorischen Wirkmechanismen des PZ
und des ZPI ist deren physiologische Bedeutung hinsichtlich der Koagulation umstritten.
Darliber hinaus ist ein mdgliches inflammatorisches Potenzial beider Komponenten bisher
ungeklart.

Zielstellung:

Die vorliegende Arbeit untersucht die Eigenschaften einer PZ- und ZPI-Defizienz anhand
eines murinen knock-out Modells (Wildtyp, WT; PZ knock-out, PZko; ZPl knock-out, ZPlko)
sowie nach Induktion einer generalisierten Shwartzman Reaktion (GSR) als Modell einer
Sepsis.

Material und Methoden:

Nach Induktion einer GSR wurde zur repetitiven Evaluation der Mikrohdmodynamik sowie
der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion die intravitale Fluoreszenzmikroskopie an einem
dorsalen Ruckenhautkammermodell der Maus angewandt (n=23 mit WT=9, PZko=8,
ZPIko=6). Ergénzend erfolgte die quantitative Analyse der Leukozyten-Extravasation in einen
Air-Pouch nach 4 Stunden (n=20 mit WT=8, PZko=6, ZPlko=6) sowie in das Lungen- und
Leber-Gewebe nach 8,5 Stunden GSR. Darlber hinaus wurde in den Leberschnitten die An-
zahl der GefaBBthromben erhoben. Additiv erfolgte innerhalb der Gruppen die laborchemische
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Erfassung der Thrombozyten-, Leukozyten- und Erythrozyten-Anzahl sowie die Bestimmung
der Interleukin-10 (IL-10) Plasmakonzentration.

Ergebnisse:

Nach Induktion einer GSR stellte sich in der WT-Gruppe eine signifikante Abnahme der
mikrohdmodynamischen Parameter sowie ein deutlicher Anstieg der leukozytaren Adharenz
dar. Dartiber hinaus konnte in den laborchemischen Analysen eine signifikante Leukozyto-,
Thrombozyto- (jeweils um ca. 60%) und Erythrozytopenie (um ca. 10%) sowie ein Anstieg
der IL-10 Plasmakonzentration (um das 12-Fache) nach 8 Stunden GSR gemessen werden.
Ebenfalls konnte nach 8,5 Stunden GSR eine deutlich erhéhte Extravasation von Leukozyten
in das Leber- (um das 3,7-Fache) und Lungengewebe (um das 12-Fache) erhoben werden.
Im Vergleich zu den WT-Tieren konnten in den PZ- und ZPI-defizienten Mausen wahrend der
GSR keine Unterschiede hinsichtlich des mikrohdmodynamischen Verlaufes erfasst werden.
In den PZ-defizienten Tieren stellte sich eine signifikant erhéhte, leukozytare Extravasation in
den Air-Pouch nach 4 Stunden (um das 2-Fache) sowie in das Lungen- und Lebergewebe
(jeweils um das 1,4-Fache) nach 8,5 Stunden GSR dar. Eine verminderte leukozytare Adhé-
renz wurde sowohl in den Arteriolen (um ca. 79%) als auch in den Venolen (um ca. 34%) der
PZko-Mause Uber den gesamten Verlauf der GSR beobachtet. Erganzend trat eine frihzeiti-
ge Leukozytopenie in den PZ-defizienten Tieren nach 4 Stunden GSR (auf ca. 56% vs. WT)
sowie eine um das doppelte erhéhte IL-10 Plasmakonzentration am Ende der GSR auf. In
den ZPI-defizienten Tieren gab es kaum Unterschiede in den genannten Parametern im Ver-
gleich zu den WT-Tieren. Aufféllig war eine um ca. 8% signifikant erhdhte Rate an Ge-
faBthromben in den Leberschnitten nach 8,5 Stunden GSR.

Schlussfolgerungen:

Eine GSR geht einher mit einer ausgepragten Aktivierung der Inflammation, Koagulation so-
wie konsekutiven Verschlechterung der Mikrohndmodynamik. Die GSR beinhaltet somit wich-
tige Elemente der septischen Pathophysiologie und stellt ein einfaches und reproduzierbares
Sepsis-Modell der Maus dar. Eine PZ-Defizienz bewirkt nach Induktion der GSR eine aggra-
vierte Immunreaktion, gekennzeichnet durch eine akzelerierte, transendotheliale Leukozyten-
Migration, konsekutiv ausgepragter Leukozytopenie sowie durch ein akzentuiertes Interleu-
kin-10 Zytokinprofil. In den ZPI-defizienten Tieren stellte sich hingegen eine aggravierte, sep-
tische Koagulopathie dar mit akzelerierter Ausbildung einer disseminierten intravasalen Ge-
rinnung (DIC).

Im Umkehrschluss scheint das PZ eine anti-inflammatorische bzw. das ZPl eine anti-
koagulatorische Potenz zu besitzen. Beide Substanzen stellen somit potenzielle Modulatoren
eines septischen Krankheitsverlaufes dar. Um eine mdgliche therapeutische Konsequenz
dieser Agenzien abzuleiten, sind jedoch weitere Studien notwendig.
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1. Einleitung

1.1. Sepsis

1.1.1. Definitionen

Um 400 v. Chr. definierte Hippokrates mit dem Satz ,Das Fieber, das verursacht wird durch
eine Materie, die fault* das Krankheitsbild der Wundfaulnis und fiihrte das ,Wort" Sepsis ein
{Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V., Vollmar 2011}. Im 19. Jahrhundert wurden, durch die
Arbeiten des Chemikers Louis Pasteur (1822-1895), Bakterien und Mikroorganismen als Ur-
sache fur die Faulnis angesehen und spéter, im Jahre 1914, Infektionen als ein wichtiger
Bestandteil der Sepsis durch Hugo Schottmdiller beschrieben {Vollmar 2011}. 1989 beschrieb
Roger C. Bone das Sepsis-Syndrom als eine systemische Antwort auf eine Infektion, charak-
terisiert durch eine Hypo- oder Hyperthermie, Tachykardie, Tachypnoe sowie inadaquate
Organperfusion oder Organdysfunktion {Bone et al. 1989}. Im August 1991 veranstalteten
die Mitglieder des American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care
Medicine eine Konsensuskonferenz, in welcher die Definitionen flr das systemic inflammato-
ry response syndrome (SIRS), Sepsis, schwerer Sepsis und septischen Schock festgelegt
wurden {ACCP/SCCM Conference 1992}. Diese zum spateren Zeitpunkt als ,Sepsis-1* be-
zeichnete Definition wurde im Jahr 2001 in einer erneuten Konferenz Uberarbeitet. Die
grundlegende Definition wurde belassen und um weitere Symptome und Laborparameter
erweitert (,Sepsis-2°) (siehe Tabelle 1).
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= 2 oder mehr der folgenden Kriterien:
e Temperatur:
o 238°C oder

o <36°C

e Herzfrequenz:

o 290/min

SIRS e Atemfrequenz:

o 220/min oder
o paCO2 <33mmHg bzw. <4,3 kPa
e |leukozyten:
o 212000 Zellen/mm3 oder
o <4000 Zellen/mm? oder
o 210% unreife Neutrophile im Differenzialblutbild

= SIRS mit
e Diagnose einer Infektion durch einen mikrobiologischen Nachweis

Sepsis oder durch klinische Kriterien

= Sepsis mit
e Dysfunktion eines Organs oder Organsystems (mind. 1 Kriterium)
o akute Enzephalopathie

schwere Sepsis o relatlye oder ab§olgte Thrombozytopenie
o arterielle Hypoxamie
o renale Dysfunktionen
o metabolische Azidose
= Sepsis mit

e >1h Hypotension, trotz adaquater Flissigkeitssubstitution
o systolischer Blutdruck <90mmHg oder
o mittlerer arterieller Blutdruck <65mmHg

e oder notwendiger Einsatz von Vasopressoren

septischer Schock

Tabelle 1: Definition des systemic inflammatory response syndrome (SIRS), der Sepsis, der schweren
Sepsis und des septischen Schocks. Arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck (paCOz2). {Hagel et al.
2011, Remick 2007, Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V., ACCP/SCCM Conference 1992}

Neue wissenschaftliche Erkenntnisse hinsichtlich Pathophysiologie und Epidemiologie der
Sepsis stellten zunehmend die Grenzen dieser Sepsis-Definition dar. Zudem offenbarten
sich die Kriterien als unspezifisch und flhrten zu einer zunehmenden Diskrepanz erhobener
Inzidenz- und Mortalitatsraten {Bracht et al. 2019, Weis et al. 2017, Singer et al. 2016}. Da-
raufhin wurde eine erneute Konsensuskonferenz im Jahr 2014 initiiert, dessen Resultate im
Jahr 2017 als ,Sepsis-3“ Definition veréffentlicht wurden. Hiernach wird Sepsis als eine ,le-
bensbedrohliche Organdysfunktion, hervorgerufen durch eine inadaquate Wirtsantwort auf
eine Infektion® definiert. Ein septischer Schock wird als diejenige Form der Sepsis beschrie-
ben, welche mit einer schwerwiegenden, zirkulatorischen sowie zellular-metabolischen Ver-
anderung einhergeht und zu einem mafgeblichen Anstieg der Mortalitat fihrt (siehe Tabelle
2 und 3) {Weis et al. 2017, Singer et al. 2016}. Der Begriff ,schwere Sepsis“ wird in der aktu-
ellen ,Sepsis-3“ Definition nicht mehr aufgefuhrt.
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= lebensbedrohliche Organdysfunktion, hervorgerufen durch eine
inadaquate Wirtsantwort auf eine Infektion

e Organdysfunktion = akute Anderung des SOFA-Score um mindes-
tens 2 Punkte im Rahmen der Infektion, dies entspricht einer Morta-
litatsrate von >10%

e (SOFA = ,Score zur Risikoabschatzung auBerhalb des intensivsta-

FHpl tiondren Settings:
o Mentaler Status: <14 (1 Punkt)
o Atemfrequenz: 222 (1 Punkt)
o Systolischer Blutdruck: <100mmHg (1 Punkt)
e (SOFA-Score 22: Einleitung erweiterter diagnostischer MaBnah-
men zum Nachweis einer méglichen Organdysfunktion notwendig
= Form der Sepsis; gekennzeichnet durch eine schwerwiegende zirku-
latorische und zellular-metabolische Veranderung, welche zu einem
maBgeblichen Anstieg der Mortalitat fiihrt
e Kklinische Diagnose-Kriterien:
Septischer Schock o Sepsis
o Einsatz von Vasopressoren zur Aufrechterhaltung eines
MADs =65mmHg
o Laktat >2mmol/I (18mg/dl) trotz adaquater Volumensubsti-
tution

Tabelle 2: Neue Definition der Sepsis und des septischen Schocks (,Sepsis-3“ Definition). Sepsis-
related Organ Failure Assessment Score (SOFA), quick Sepsis-related Organ Failure Assessment
Score (qSOFA), mittlerer arterieller Druck (MAD). {Singer et al. 2016}
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SOFA-Score 0 1 2 3 4
Respiration 2400 <400 <300 =200 <100
paO2/Fi02 mmHg = (26,7) (13,3)
(kPa) (553 (553 ) Beatmung Beatmung
Koagulation
Thrombozytenanzahl 2150 <150 <100 <50 <20
x10%/ul
BiIirtt?ilr::er: Jd <12 12,9 | 2,059 6,0-11,9 >12,0
ol (20) (20-32) | (33-101) (102-204) (204)
Dopamin
D , oy m Dopamin >15* oder
Kardiovaskular opamin ; ;
*50,0/ka/min far 1 MAD MAD <5* oder Epinephrin Epinephrin 0.1*oder
K9 S?um;g ur >70mmHg | <70mmHg <0,1* oder pinep ’
Dobutamin . . .
Norepinephrine Norepinephrin >0,1
<0,1*
Glasgow Coma
Scale Score 15 13-14 10-12 6-9 <6
3,5-4,9 >5,0
< I?_e_nal » <12 1219 2.0-3.4 (300-440) (440)
rez;:]lgl/r?;g (110) (110-170) | (171-299) | o or Diurese oder Diurese
<500ml/d <200ml/d

Tabelle 3: Tabellarische Ubersicht zur Erhebung des SOFA-Scores. Sepsis-related Organ Failure
Assessment Score (SOFA), arterieller Sauerstoffpartialdruck (paOz), inspiratorische Sauerstofffraktion
(FiOz2), mittlerer arterieller Druck (MAD). Modifiziert nach {Singer et al. 2016} und {Vincent et al. 1996}.

1.1.2. Epidemiologie

Die Sepsis stellt ein schwerwiegendes Krankheitsbild mit einhergehender hoher Mortalitat in
Deutschland und weltweit dar {Bracht et al. 2019, Singer et al. 2016, Vincent et al. 2014,
Brunkhorst 2006, Schmid et al. 2002}. Aufgrund der Anwendung verschiedener Sepsis-
Definitionen und Studiendesigns ist ein Vergleich und die Erhebung internationaler, epidemi-
ologischer Zahlen deutlich erschwert und uneinheitlich {Bracht et al. 2019, Fleischmann et al.
2016}. In Deutschland ergab eine Untersuchung der fallpauschalen-bezogenen Kranken-
hausstatistik fur das Jahr 2013 eine adjustierte Rate von 335 an einer Sepsis erkrankten
Menschen pro 100.000 Einwohner mit einer Krankenhaussterblichkeit von 24,3% {Fleisch-
mann et al. 2016}. Die Mortalitat flr die schwere Sepsis und den septischen Schock wurde
fir das Jahr 2013 mit 43,6% bzw. 58,8% angegeben {Fleischmann et al. 2016}. Besonders
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haufig tritt die Sepsis bei Neugeborenen und Patienten im héheren Alter auf, wobei die Leta-
litat ab dem 40. Lebensjahr nahezu linear ansteigt {Fleischmann et al. 2016}. Dartber hinaus
war ein Anstieg der Erkrankungsrate von 2007 bis 2013 um jahrlich 5,7% auffallig {Bracht et
al. 2019, Fleischmann et al. 2016}. Als Ursache wird der demographische Wandel mit der
Zunahme multimorbider Patienten, der progrediente Einsatz medikamentdser, invasiver und
immunsuppressiver medizinischer Ma3nahmen sowie eine vermehrte Kodierung der Erkran-
kung in den Krankenh&usern angenommen {Fleischmann et al. 2016}. Ahnliche Tendenzen
der Inzidenzraten konnten auch in anderen Landern wie den USA {Hall et al. 2011}, Spanien
{Bouza et al. 2014} oder GroBbritannien {Harrison et al. 2006} beobachtet werden. Auch die
6konomischen Aspekte einer Sepsis-Therapie sind von groBer Bedeutung. In Deutschland
wurden fur das Jahr 2013 Gesamtkosten von ca. 7,7 Milliarden Euro fur die stationare und
nachfolgende ambulante Behandlung einer Sepsis erhoben {Fleischmann et al. 2016}. Pro
Sepsis-Fall ergaben sich mittlere Leistungsausgaben von ca. 27.467,92 Euro {Fleischmann
et al. 2016}. Schatzungsweise 30% des intensivmedizinischen Budgets werden fir die Be-
handlung der schweren Sepsis in Deutschland ausgegeben {Werdan et al. 2016}. Internatio-
nale Analysen ergaben Gesamtkosten von ca. 32.421 US-Dollar pro Sepsis-Patient {Arefian
et al. 2017}. In den USA stellte die Sepsis im Jahr 2011 das kostenintensivste Krankheitsbild
mit ca. 20,3 Milliarden US-Dollar dar {Torio et al. 2013}.

1.1.3. Atiologie (Erreger)

Zu den wichtigsten infektiésen Ursachen einer Sepsis z&hlen Bakterien und Pilze {Bracht et
al. 2019, Rello et al. 2017}. Aber auch Infektionen mit Viren kdnnen der Ausléser sein {Rello
et al. 2017, Vollmar 2011}. Innerhalb der bakteriellen Infektionen sind gramnegative und
grampositive Bakterien anndhernd gleich haufig vertreten {Bracht et al. 2019, Brunkhorst et
al. 2005, Martin et al. 2003, Bochud et al. 2001, Bates et al. 1997}. Zu den haufigsten gram-
negativen Erregern zahlen Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli sowie Klebsiella
{Bracht et al. 2019, Vincent et al. 2009}. Bei den grampositiven Bakterien stehen Staphy-
lococcus aureus, Staphylococcus epidermidis und Streptococcus pneumoniae in dem Vor-
dergrund {Bracht et al. 2019, Vincent et al. 2009}. Dennoch findet sich eine Bakteriamie nur
bei rund 30% der Patienten mit schwerer Sepsis oder septischen Schock, in Abh&ngigkeit
von einer antibiotischen Vorbehandlung {Marx et al. 2018, Fleischmann et al. 2016, Hagel et
al. 2011, Bochud et al. 2001, Bates et al. 1997}. Bei Pilzinfektionen zahlt die Candida spe-
cies zu dem haufigsten Ausléser einer Sepsis {Vincent et al. 2009, Bochud et al. 2001}. In
Ubereinstimmung mit Studien aus den USA und Europa stellen Infektionen der Atemwege,
des Abdomens sowie des Urogenitaltraktes die haufigsten Infektionsquellen dar {Bracht et al.
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2019, Marx et al. 2018, Bloos et al. 2017, Brunkhorst 2006, Brunkhorst et al. 2005, Alberti et
al. 2002, Bochud et al. 2001}.

Neben den Infektionen kénnen auch primar nicht-infektiése Ursachen, wie beispielsweise
Unfall-, Operationstraumata sowie Verbrennungen, Ausgangspunkt in der Sepsis-Entstehung
sein {Vollmar 2011}.

1.1.4. Pathophysiologie

Inflammation

Die Sepsis ist definiert als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion, hervorgerufen durch
eine inadaquate Wirtsantwort auf eine Infektion. Die Grundlage der septischen Pathophysio-
logie stellt somit die Initiierung einer systemischen inflammatorischen Reaktion des Orga-
nismus auf eine Infektion dar. Die eindringenden Pathogene werden dabei aufgrund charak-
teristischer Muster und Strukturmotive, den pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs), durch das Immunsystem detektiert {Gyawali et al. 2019, Ertmer et al. 2016, Bo-
chud et al. 2003}. Auch durch z.B. Operationen oder Unfélle freigesetzte endogene Proteine
(Alarmine) werden durch das Immunsystem erkannt und in Analogie zu den PAMPs als da-
mage-associated molecular patterns (DAMPs) bezeichnet {Gyawali et al. 2019, Ertmer et al.
2016, Vollmar 2011, Bianchi et al. 2007}. Die Detektion der PAMPs und DAMPs erfolgt durch
ein Repertoire an Rezeptoren der Immunzellen, den pattern-recognition receptors (PRRs)
{Ertmer et al. 2016, Vollimar 2011}. Die bekanntesten und wichtigsten PRRs sind die der toll-
like receptor Familie (TLRs) {Ertmer et al. 2016, Vollmar 2011}. TLRs zahlen zu den integra-
len Membran-Glykoproteinen und werden auf der Zell-Oberflache sowie in intrazellularen
Kompartimenten (Endosomen) verschiedener immunologischer (Makrophagen, dendriti-
schen Zellen, B-Zellen, bestimmte T-Zellen) und nicht-immunologischer Zellen (Fibroblasten,
Epithelzellen) exprimiert {Akira et al. 2006}. Neben den TLRs gibt es noch weitere Erken-
nungssysteme wie die nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors
(NLRs), die retinoid acid-inducible gene 1-like receptors (RLRs) und die C-type lectin recep-
tors (CLRs) {Gyawali et al. 2019, Wendel et al. 2009, Franchi et al. 2006, Robinson et al.
2006}. In Tabelle 4 sind einige PAMPs und DAMPs mit den dazugehérigen PRRs aufgelistet.
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PAMPs PRRs

Bakterien: Lipopolysaccharide TLR4
Lipopeptide TLR1/TLR2 sowie TLR6/TLR2

Flagellin TLR5

CpG DNA TLR9

Pilze: Mannan TLR4

Phospholipomannan TLR2

Parasiten: Hemozoin TLR9

Glykoinositolphospholipide TLR4

Viren: DNA TLR9

dsRNA TLR3

ssRNA TLR7 und TLR8

Hullen-Proteine TLR4

DAMPs PRRs

Hitzeschockproteine (Hsp60, Hsp70) TLR4

Fibrinogen TLR4

Mitochondriale Strukturen TLR9

high-mobility-group-protein B1(HMGB1) TLR2, TLR4, RAGE

Tabelle 4: Beispiele fiir pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und damage-associated
molecular patterns (DAMPs) mit den dazugehérigen pattern-recognition receptors (PRRs). Toll-like
receptor (TLR), receptor for advanced glycation endproducts (RAGE). {Volimar 2011, Akira et al. 2006}

Am besten beschrieben ist die Interaktion zwischen Lipopolysacchariden (LPS) und dem
TLR4 {Rosadini et al. 2017}. LPS ist ein Bestandteil der auBeren Membran gram-negativer
Bakterien und besteht aus einer als Lipid A bezeichneten Lipid-Portion, welche fir die meis-
ten krankheitsauslésenden Phanomene verantwortlich ist {Akira et al. 2006, Cohen 2002}.
Der durch Abwehrreaktionen des angeborenen Immunsystems (z.B. Komplementsystem)
hervorgerufene Zerfall gram-negativer Bakterien fihrt zur Freisetzung des Endotoxins LPS
{Akira et al. 2006}. Im Blutkreislauf kann das Lipopolysaccharid-bindende-Protein (LBP), ein
akute Phase Protein, an das LPS binden {Wright et al. 1990}. Der LPS-LBP-Komplex kann
nun an die lésliche (sCD14) oder, vor allem durch Monozyten exprimierte, membran-
gebundene (MCD14) Form des CD14-Molekils binden {Wright et al. 1990}. Durch die Inter-
aktion des Komplexes mit sCD14 kénnen auch CD14-negative Zellen (z.B. Endothelzellen)
auf LPS reagieren {Cohen 2002}. Der LPS-LBP-CD14-Komplex bindet nun mithilfe eines
weiteren Molekils, dem MD-2, an den TLR4 {Rosadini et al. 2017, Cohen 2002, Shimazu et
al. 1999}. Uber diverse Adapter-Proteine kénnen unterschiedliche, intrazellulare Signal-
kaskaden aktiviert werden, welche u.a. zur Translokation des nuclear factor- kB (NF-kB) in
den Zellkern und der damit verbundenen Aktivierung von z.B. Zytokin-Genen fiihrt (siehe
Abb. 1) {Rosadini et al. 2017, Cohen 2002}.
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Abb. 1: Vereinfachte und schematische Darstellung der Wirkung von LPS auf einen Monozyten. Lipo-
polysaccharid (LPS), Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP), membran-gebundene Form des
CD14-Molekills (mCD14), Toll-like receptor (TLR), nuclear factor- kB (NF-kB).

Durch die Detektion von PAMPs und DAMPs Uber die PRRs kommt es zur Aktivierung des
angeborenen zelluldren Immunsystems (v.a. der Monozyten) mit nachfolgender Stimulierung
der Zytokinproduktion {Gyawali et al. 2019, Cohen 2002}. Die dabei sezernierten Zytokine
Interleukin (IL) -1, IL-6, IL-8, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sowie Interferon-y (IFN-y) bilden
die erste, proinflammatorische Phase im Verlauf einer Sepsis (siehe Abb. 2) {Vollmar 2011}
und bewirken u.a. eine Erhéhung der Kérpertemperatur, eine vermehrte Produktion von Aku-
te-Phase Proteinen in der Leber sowie eine Induktion lokaler Entziindungsvorgange {Ober-
holzer et al. 2001}. Neben der Aktivierung zellularer werden auch nicht-zellulare Komponen-
ten des angeborenen Immunsystems aktiviert. Eine der ersten Abwehrreaktionen stellt dabei
das Komplementsystem Uber den alternativen Aktivierungsweg dar {Foley et al. 2016, Ober-
holzer et al. 2001}. Dieser beinhaltet die spontane Spaltung von C3 in C3a und C3b. Dabei
bindet C3b an die Oberflache der eingedrungenen Pathogene und aktiviert dadurch die
Komplementkaskade {Foley et al. 2016, Oberholzer et al. 2001}. Weitere spatere Aktivie-
rungswege des Komplementsystems erfolgen dber das Mannose-bindende-Lektin (MBL-
Aktivierungsweg), ein akute Phase Protein, sowie Uber die humorale Immunantwort (klassi-
scher Aktivierungsweg) {Foley et al. 2016, Oberholzer et al. 2001}. Durch die Komplemen-
taktivierung kénnen Entziindungszellen durch die Anaphylatoxine C3a und C5a rekrutiert,
Pathogene lber C3b und C4b fir Immunzellen opsoniert sowie durch die Bildung des memb-
ran-attack complex (C5b, C6, C7, C8, C9) direkt zerstdrt werden {Foley et al. 2016, Oberhol-

zer et al. 2001, Bhakdi et al. 1991, Frank et al. 1991}. Eine besondere Bedeutung in der Auf-
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rechterhaltung und Verstéarkung der inflammatorischen Prozesse kommt hierbei den Anaphy-
latoxinen C5a und C3a zu. Uber C5a und C3a Rezeptoren der Endothelzellen sowie diverser
Immunzellen kdnnen weitere Entziindungszellen indirekt bzw. direkt aktiviert und rekrutiert
werden {Foley et al. 2016}. Beispielsweise fihrt die Aktivierung der G-Protein gekoppelten
Cb5a Rezeptoren der Endothelzellen zur Induktion inflammatorischer Mediatoren (z.B. IL-1,
IL-6, IL-8, monocyte chemoattractant protein-1), Erh6hung der endothelialen Permeabilitat
sowie Hochregulierung der P-Selektine {Foley et al. 2016}. Dariiber hinaus bewirkt das Ana-
phylatoxin C5a eine vermehrte Expression von tissue factor (TF) durch Endothelzellen sowie
Neutrophile und stellt somit eine Schllisselstelle in der Initiierung der septischen Koagulopa-
thie dar {Foley et al. 2016}.

, .
Hyperinflammation 1 Phase 2 Phase
IL-1
IL-6
IL-8
TNF-a
IFN-y .
.
L4 Zeit
IL-10
IL-13
TGF-B
Hypoinflammation

Abb. 2: Idealisierter und typischer 2-Phasen-Verlauf des Zytokinprofils wahrend einer Sepsis. Inter-
leukin (IL), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), transforming growth factor-B (TGF-B).
{Vollmar 2011}

Fir die Bekampfung eingedrungener Erreger ist auch die Rekrutierung von Immunzellen
zum Ort der Infektion von entscheidender Bedeutung. In den inaktiven Endothelzellen liegen
die fir die Diapedese wichtigen P-Selektine als Granula im Zytoplasma vor (Weibel-Palade-
Kérperchen) {Oberholzer et al. 2001}. Die durch u.a. C5a aktivierten Mastzellen sezernieren
Leukotrien B4 und Histamin, welche neben dem C5a selbst in der Lage sind, die P-Selektine
auf der Endothelzelloberflache zu exprimieren {Foley et al. 2016, Oberholzer et al. 2001,
Ribeiro et al. 1997, Foreman et al. 1994}. Im weiteren Verlauf der Sepsis erfolgt zusatzlich
eine Hochregulierung von E-Selektinen auf den Endothelzellen durch die Wirkung von TNF-a
und LPS {Oberholzer et al. 2001}. Darlber hinaus fihrt die Thrombin vermittelte Aktivierung
der endothelialen protease-activated receptors (PAR-Rezeptoren) zur vermehrten Transloka-
tion der P- und E-Selektine sowie der Adh&sionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 in die Zell-
membranen {Foley et al. 2016}.
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Durch die Interaktionen von P- und E-Selektin der Endothelzellen mit dem P-selectin glyco-
protein ligand-1 (PSGL-1) und L-Selektin der Monozyten und Neutrophilen kdnnen diese
Immunzellen reversibel an der GefaBwand haften und an dieser entlang rollen {Lim et al.
1998}. Die rollenden Leukozyten werden dadurch weiteren inflammatorischen Zytokinen (u.a.
IL-8) ausgesetzt, wodurch eine Konformationsénderung der leukozytaren Integrine (u.a. LFA-
1, CR3) hervorgerufen wird {Oberholzer et al. 2001}. Uber die Adhasionsmolekiile des En-
dothels (ICAM-1, VCAM-1) kénnen die Leukozyten nun fest an der GefaBBinnenwand haften
{Petri et al. 2006}. Im Anschluss erfolgt die Durchwanderung der Endothelzellenschicht und
darauffolgend die Migration der Leukozyten entlang eines Konzentrationsgradienten an
Chemokinen zum Ort der Infektion {Oberholzer et al. 2001}.

Fir die Aufrechterhaltung der entziindlichen Reaktion einer Sepsis ist das High-Mobility-
Group-Protein B1 (HMGB1) von groBer Bedeutung {Vollmar 2011}. Das HMGB1 stellt ein
proinflammatorisches Zytokin aus der Alarmin Gruppe dar und wird von aktivierten Monozy-
ten und Granulozyten sezerniert sowie aus nekrotischen Zellen freigesetzt {Stevens et al.
2017, Vollmar 2011, Wang et al. 2004}. Die Wirkung erfolgt u.a. tber die PRRs TLR2, TLR4
und receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) mit der damit verbundenen
Translokation von NF-kB und Genaktivierung proinflammatorischer Zytokine {Stevens et al.
2017, Park et al. 2004}.

Neben dem angeborenen Immunsystem erfolgt im spateren Verlauf der Sepsis auch eine
Aktivierung und Differenzierung des adaptiven Immunsystems. Sédmtliche Mechanismen des
angeborenen Systems dienen deshalb zur Uberbriickung der Zeit und zur Verhinderung der
Infektionsausbreitung bis ein effektives erworbenes Immunsystem aufgebaut ist {Oberholzer
et al. 2001}. Nach Detektion, Phagozytose, Prozessierung und Antigen-Prasentation von
Bestandteilen eindringender Erreger durch Antigen-Préasentierende Zellen (v.a. dendritische
Zellen sowie Monozyten bzw. Makrophagen) erfolgt dessen Migration in lokale lymphatische
Organe {Blum et al. 2018, Oberholzer et al. 2001}. Dort erfolgt die Présentation gegeniber
Antigen-spezifischen naiven T-Zellen sowie die T-Zell-Differenzierung in Abhangigkeit des
vorliegenden Zytokinprofils und der damit einhergehenden Aktivierung einer zelluldren bzw.
humoralen Immunantwort {Schtt et al. 2009, Oberholzer et al. 2001}.

Durch eine vermehrte Produktion antiinflammatorischer Zytokine wechselt der Verlauf der
Sepsis von einer initialen proinflammatorischen Antwort zu einem compensatory antiin-
flammatory response syndrome (CARS) {Rello et al. 2017, Vollmar 2011}. Diese 2. Phase ist,
neben einem antiinflammatorischen Zytokinprofil, gekennzeichnet von einer Apoptose immu-
nologischer Zellen wie beispielsweise der B-Zellen, der CD4+ sowie CD8+ T-Zellen, der na-
tarlichen Killerzellen (NK-Zellen) und der follikularen dendritischen Zellen {Tang et al. 2018,
Hotchkiss et al. 2003}. Darlber hinaus tritt eine ,Erschépfung® der Immunzellen auf mit ein-
hergehender Anergie der T-Zellen, gekennzeichnet durch eine reduzierte Sekretion von Zy-
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tokinen, sowie Anergie der Makrophagen bzw. Monozyten, hervorgerufen durch eine regre-
diente Expression der major histocompatibility complex class Il (MHC |l) Rezeptoren {Tang
et al. 2018}. Samtliche Prozesse flihren zu einer Reduktion der antimikrobiellen Funktionen
des Immunsystems mit resultierenden Aggravierung der Immunparalyse {Vollmar 2011}.
Dadurch wird die Empfindlichkeit des Organismus gegeniber sekundaren Infektionen erhéht
und bereits vorhandene Organschaden protrahieren {Tang et al. 2018, Vollmar 2011, Ober-
holzer et al. 2001}, sodass in dieser Phase der septischen Erkrankung die meisten Todesfal-
le zu verzeichnen sind {Hotchkiss et al. 2003}.

Koagulation

Die Gerinnungsaktivierung spielt neben der Aktivierung des Immunsystems auch eine ent-
scheidende Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis. Durch die Ausschittung von Zytokinen
wahrend der proinflammatorischen Phase einer Sepsis werden Monozyten durch z.B. IL-6
{Levi 2007} sowie Endothelzellen durch z.B. TNF-a, Komplementfaktoren und Endotoxine
aktiviert {Foley et al. 2016, Trappe et al. 2005}. In beiden Féllen flhrt die Aktivierung u.a. zu
einer erhdhten TF-Expression auf diesen Zellen {Foley et al. 2016, Levi 2007, Trappe et al.
2005}. Durch die Bindung an den Faktor VIl ist der TF in der Lage die extrinsische Gerin-
nungskaskade zu aktivieren und die Thrombin-Bildung zu initiieren {Esmon 2005}. Der akti-
vierte TF-Faktor-Vlla-Komplex und das gebildete Thrombin kénnen weitere Bestandteile der
intrinsischen Gerinnungskaskade aktivieren, wodurch die Koagulation verstérkt wird (siehe
Abb. 3) {Esmon 2005}.
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Abb. 3: Vereinfachte und schematische Darstellung der extrinsischen (-) und intrinsischen (-) Gerin-
nungskaskade sowie der Wirkung des gebildeten Thrombin (-). Tissue factor (TF). {Rassow et al. 2006,
Esmon 2005}

Durch die Thrombin bedingte Spaltung membranstandiger PAR-1 und PAR-4 Rezeptoren
erfolgt die Aktivierung von Thrombozyten mit einhergehender Sekretion vasoaktiver (Platt-
chen-Aktivierender-Faktor, PAF), prokoagulatorischer (Faktor V, Von-Willebrand-Faktor) und
Fibrinolyse hemmender (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1, PAI-1) Substanzen {Foley et al.
2016, Trappe et al. 2005}. Des Weiteren wird auch das cluster of differentiation 40 ligand
(CD40L) durch die aktivierten Plattchen exprimiert bzw. sezerniert als soluble CD40L
(sCD40L), welches die Zytokin- und TF-Expression der Endothelzellen und Monozyten er-
hoht {Kapur et al. 2015, Trappe et al. 2005}. Die aktivierten Thrombozyten tragen somit zu
einer weiteren Verstarkung der Gerinnungskaskade bei. Darliber hinaus bewirken die akti-
vierten Plattchen Uber die CD40L-CD40-Interaktion eine vermehrte Expression der P- und E-
Selektine sowie der Adh&sionsmolekile VCAM-1 und ICAM1 auf den Endothelzellen, sodass
eine leukozytéare Extravasation beglnstigt wird {Kapur et al. 2015}. Die andauernde Aktivie-
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rung der Endothelzellen fihrt zu endothelialen Dysfunktionen mit Membrandefekten, Apopto-
se bis hin zur Zerstérung der Endothelzellschicht, wodurch bereits beeintrachtigte Organ-
funktionen weiter verschlechtert werden {Trappe et al. 2005}.

Parallel zu einer stetig aktivierten Gerinnung wird die natlrliche Antikoagulation stark beein-
trachtig. So bewirkt der erhéhte Verbrauch, der gesteigerte proteolytische Abbau sowie die
gleichzeitig verringerte Synthese von Antithrombin Ill, Protein C sowie tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) eine Wirkungsabschwéachung dieser Antikoagulanzien {Levi et al. 2017, Ert-
mer et al. 2016, Levi 2007}. Dartber hinaus wird die antikoagulatorische Funktion des Pro-
tein C durch die progrediente Endothelzelldysfunktion mit Reduktion der Thrombomodulin-
sowie endothelial protein C receptor (EPCR)-Expression negativ beeinflusst {Levi et al.
2017}. Durch eine TNF-a induzierte Hochregulierung der PAI-1 Expression (Leber, Endothel-
zellen) wird zudem die Fibrinolyse zunehmend supprimiert {Ertmer et al. 2016, Levi 2007}.
Das gleichzeitige Auftreten einer aktivierten Gerinnung und beeintrachtigten nattrlichen An-
tikoagulation kann in rund 30-35% der Félle einer schweren Sepsis zur Ausbildung einer dis-
seminated intravascular coagulation (DIC) fihren {Levi et al. 2017, Bakhtiari et al. 2004}. Die
DIC ist u.a. charakterisiert durch eine systemische intravasale Gerinnungsaktivierung mit
mikrovaskuldren Fibrinablagerungen und einer Erschépfung von Thrombozyten und Gerin-
nungsfaktoren {Levi 2007}. Zu den mdglichen Folgen einer DIC z&hlen das Multiorganversa-
gen sowie schwere Blutungen {Levi 2007}.

Mikrozirkulation

Sémtliche Veranderungen der Inflammation und der Gerinnung flhren auch zu einer veran-
derten Mikrozirkulation. Durch eine verringerte Verformbarkeit der Erythrozyten und Leuko-
zyten unter septischen Bedingungen, sowie durch ,geschwollene“ Endothelzellen, Blutge-
rinnsel und der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wird der Blutfluss in den mikrovaskula-
ren GefaBen behindert {Ertmer et al. 2016, Ellis et al. 2005, Spronk et al. 2004}. Dies fuhrt zu
einer Abnahme perfundierter Kapillaren mit dem Auftreten von stopped-flow Kapillaren und
einer Zunahme der Blutfluss-Heterogenitat {Ertmer et al. 2016, Ellis et al. 2005}. Die durch
Entzindungsmediatoren induzierbare-NO-Synthase (iNOS) der Endothelzellen flhrt zur
Freisetzung groBer Mengen NO {Wendel et al. 2009}. Das NO stért die arteriolare Reaktion
auf vasoaktive Stimuli {Ellis et al. 2005}. Hinzu kommen die durch andauernde Stimulierung
hervorgerufenen Schéadigungen der Endothelzellen, wodurch die vaskulare endotheliale
Kommunikation stark beeintrachtigt wird {Ellis et al. 2005}. Diese gestdrte Reaktionsfahigkeit
der mikrovaskularen GefaBe in Kombination mit der Zunahme der Blutfluss-Heterogenitat
resultiert in einer Sauerstoff-Fehlverteilung mit Gewebehypoxie und Aggravierung des Or-
ganversagens {Ellis et al. 2005}.
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Die exzessive Bildung von NO durch die Endothelzellen bedingt auch eine direkte Inhibition
des Komplexes IV der Atmungskette {Ertmer et al. 2016, Wendel et al. 2009}. Die dadurch
bedingte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) flihrt Uber eine Reaktion mit NO
zu der Bildung von Peroxynitrit {Wendel et al. 2009}. Das Peroxynitrit schadigt direkt Zell-
strukturen und inhibiert weitere Bestandteile der Atmungskette {Ertmer et al. 2016, Wendel et
al. 2009}.

Organversagen

Viele Mechanismen der Inflammation und Gerinnungsaktivierung bis hin zur DIC beeinflus-
sen wie 0.g. die Mikrozirkulation negativ mit Bildung einer Gewebehypoxie in den Organen.
Die durch NO hervorgerufene Blockade der Atmungskette in Kombination mit den durch
Peroxynitrit hervorgerufenen Zellschadigungen flihren zu einem weiteren Zelluntergang in
dem bereits hypoxischen Gewebe. Verschlechtert wird der Zustand nochmals durch eine
systemische Hypotension, bedingt durch die exzessive Bildung von NO, die Endothelzelldys-
funktion mit einhergehender Vasoplegie, die forcierte Extravasation von FlUssigkeit, die pro-
grediente Resistenz von adrenergen Gefal3-Rezeptoren sowie die direkte negative Beein-
flussung der Myokard-Kontraktilitat durch inflammatorische Mediatoren {Ertmer et al. 2016,
Uhle et al. 2015}. Samtliche Vorgange resultieren in einer weiteren Reduktion der Organdur-
chblutung {Spronk et al. 2004}. Aus einer initialen Organdysfunktion entwickelt sich dadurch
allméahlich ein Organversagen und beim Auftreten in mehreren Organen ein Multiorganver-
sagen (MQV) (siehe Abb. 4).

HMGB1 1\

Proinflammation

CARS - Apoptose —P> Sekundare Infektionen
<: Hypotension
Blockade der Atmungskette

Stdrung der Gewebe-
Mikrozirkulation hypoxie

DAMPs
PAMPsS - PRRs

Zellschadigung
v

Intrinsische i ivi i
Gerinnungsaktivierung DIC —P» Blutgerinnsel/Blutungen Organdysfunktion

Gerinnungskaskade
\_/ v
Organversage

Abb. 4: Vereinfachter und schematischer Uberblick (iber die Pathogene der Sepsis. Pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), damage-associated molecular patterns (DAMPs), pattern-
recognition receptors (PRRs), high-mobility-group-protein B1 (HMGB1), compensatory antiinflammato-
ry response syndrome (CARS), Stickstoffmonoxid (NO), disseminated intravascular coagulation (DIC).
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Nicht aus jeder Infektion entwickelt sich eine Sepsis. Zu den beeinflussenden Faktoren zah-
len die Art, Menge und Virulenz der Erreger, Begleiterkrankungen, Erndhrungsstatus, Alter
sowie genetische Faktoren {Bauer et al. 2006, Hotchkiss et al. 2003}.

1.1.5. Klinik und Diagnose

Die Diagnose einer Sepsis erfolgt anhand klinischer und paraklinischer Parameter. Entspre-
chend der noch giiltigen, sich aktuell in Uberarbeitung befindenden, deutschen Leitlinien wird
hierfir die ,Sepsis-2“ Definition zur Grundlage gelegt. Dementsprechend entspricht die Klinik
der Sepsis den Kriterien einer SIRS und kann durch Veranderungen wie Hyper- oder Hypo-
thermie, Tachykardie, Tachypnoe, Leukozytose oder Leukopenie bzw. Linksverschiebung im
Differentialblutbild in Erscheinung treten {Reinhart et al. 2010} (siehe Tabelle 1). Neuere,
internationale Empfehlungen der Surviving Sepsis Campaign (SSC-Leitlinien) legen zur Di-
agnose bzw. Klinik die ,Sepsis-3“ Definition zur Grundlage. Diese beinhaltet eine lebensbe-
drohliche Organdysfunktion im Rahmen einer Infektion, gekennzeichnet durch eine Ande-
rung des SOFA-Scores um mindestens 2 Punkte (siehe Tabelle 2) {Rhodes et al. 2017}.

Bei klinischem Verdacht einer Sepsis sollte -zur weitergehenden Diagnostik- umgehend die
Abnahme von Blutkulturen vor der erstmaligen Verabreichung einer kalkulierten Antibiotika-
Therapie erfolgen {Martin et al. 2019}. Neben der allgemeinen Erhebung laborchemischer
(Anzahl der Leukozyten) und klinischer (Kérpertemperatur) Infektionsparameter kébnnen wei-
tere klinische Marker zur Prazisierung der Diagnose eingesetzt werden wie z.B. das Procalci-
tonin (PCT), das C-reaktive Protein, das Interleukin-6 und das Lipopolysaccharid bindende
Protein {Hagel et al. 2011}. Nach den deutschen Leitlinien wird eine friihzeitige Bestimmung
des PCT zum Ausschluss einer schweren Sepsis bzw. zur Sicherung der Diagnose empfoh-
len {Reinhart et al. 2010}. Bei einer PCT-Konzentration von <0,5ng/ml im Serum ist eine
schwere Sepsis oder ein septischer Schock unwahrscheinlich, bei Werten ab 2,0ng/ml
hochwahrscheinlich {Reinhart et all. 2010}. Weiterhin kann die PCT-Verlaufsmessung erwo-
gen werden, um die Dauer der antimikrobiellen Therapie zu verkirzen {Gyawali et al. 2019,
Reinhart et al. 2010}.

Erganzend muss nach Diagnosestellung einer Sepsis umgehend eine Fokussuche der Infek-

tionsquelle eingeleitet werden, um weitere therapeutische MaBnahmen initiieren zu kénnen.

1.1.6. Therapie

Entscheidend flr die Letalitét einer Sepsis ist eine schnelle Diagnose sowie eine frihzeitige
Einleitung der therapeutischen MaBBnahmen {Hagel et al. 2011}.
Die kausale Therapie beinhaltet

e eine schnelle und wenn noétig auch operative Fokussanierung sowie
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e eine frhestmdgliche Antibiotika-Therapie innerhalb der ersten Stunde sowie nach
Abnahme von zwei Blutkulturpéarchen {Rhodes et al. 2017, Hagel et al. 2011}.

Mit jeder Stunde einer verspéateten Antibiotika-Gabe nimmt durchschnittlich die Anzahl der
Uberlebenden um 7,6% ab {Kumar et al. 2006}. Entsprechend den Empfehlungen der SSC-
Leitlinien sollte eine Monotherapie mit einem empirischen Breitbandantibiotikum bei der Di-
agnose einer Sepsis bzw. eine Kombinationstherapie bei Patienten mit septischen Schock
angewandt werden {Rhodes et al. 2017}. Das initiale Antibiotika-Regime sollte im Verlauf
entsprechend der Resistogramm-Befunde deeskaliert werden. Insgesamt wird eine Thera-
piedauer fir insgesamt 7-10 Tagen sowie ein Monitoring mittels PCT-Analyse empfohlen
{Rhodes et al. 2017}. Eingesetzt werden kdnnen beispielsweise Ureidopenecilline (Piperacil-
lin), Cephalosporine der 3. oder 4. Generation (Ceftazidim, Cefepim), Carbapeneme (Imipe-
nem, Meropenem) sowie bei methicillinresistenten Staphylococcus aureus (MRSA) Linezoli-
de bzw. Daptomycin und bei Sepsis infolge einer ambulant erworbenen Pneumonie eine

Kombination aus einem (B-Laktam-Antibiotikum und einem Makrolid {Hagel et al. 2011}.

Zu den supportiven TherapiemaBnahmen zahlen

e die Volumentherapie mit vorzugsweise kristalloiden Lésungen,

e der Einsatz von Vasopressoren und Inotropika (Dobutamin bei eingeschrénktem
Herz-Zeit-Volumen und Noradrenalin bei einem mittleren arteriellen Druck <65mmHg
trotz Volumentherapie) sowie situationsbedingt

¢ ein Nierenersatzverfahren und

e eine invasive Beatmung {Hagel et al. 2011}.

Zielwerte der Volumentherapie sind ein zentraler Venendruck (ZVD) 28mmHg (=12mmHg
unter Beatmung), ein mittlerer arterieller Blutdruck (MAD) 2=65mmHg, eine Diurese
=0,5ml/kg/h, eine zentral vendse Sauerstoffsattigung =70% sowie ein Laktat <1,5mmol/l {Ha-
gel et al. 2011}. Als Richtwert der initialen Flissigkeitsapplikation wird eine Menge von
30ml/kg Kérpergewicht in den ersten 3 Stunden bei dem Auftreten einer Hypotension oder
einem Serum-Laktat von >4mmol/l empfohlen {Martin et al. 2019, Rhodes et al. 2017}. Dar-
Uber hinaus sollte die Mdglichkeit einer Laktat-gesteuerten Volumentherapie in der kalkulier-
ten FlUssigkeitsapplikation berlcksichtigt werden {Martin et al. 2019, Rhodes et al. 2017}.
Eine Beatmung sollte friihzeitig erfolgen bei einer Atemfrequenz >35/min, einer muskularen
Erschépfung, einer eingeschrénkten Vigilanz sowie einer Sauerstoffsattigung <90% trotz
Sauerstoff-Gabe {Hagel et al. 2011}.

Entsprechend des klinischen Nachweises eines verbesserten Outcomes in der Sepsis-
Therapie unter zeitgerechter Einhaltung eines ,Bindels“ an MaBnahmen wurde das ,,Hour-1
Surviving Sepsis Campaign Bundle of Care” konzipiert, welches die wichtigsten Erstmaf3-
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nahmen beinhaltet, die innerhalb einer Stunde nach Prasentation des Patienten eingeleitet
werden sollten (siehe Tabelle 5) {Martin et al. 2019, Levy et al. 2018, Levy et al. 2014}.

e Messung des Serum-Laktats. Erneute Messung, wenn initiales Se-
rum-Laktat >2mmol/l.
Abnahme der Blutkulturen vor Antibiotika-Gabe.
Gabe eines Breitbandantibiotikums.
Initiale Volumensubstitution (30ml/kg Kérpergewicht) mit kristalloi-
den Lésungen bei Hypotonie oder Serum-Laktat 24mmol/I.

e Vasopressoren-Einsatz bei anhaltender Hypotonie trotz Volumen-
substitution zur Aufrechterhaltung eines MAD =65mmHg.

~Hour-1 Surviving
Sepsis Campaign
Bundle of Care*

Tabelle 5: Darstellung der ,Hour-1 Surviving Sepsis Campaign Bundle of Care*-MaBnahmen in der
empfohlenen Ersttherapie der Sepsis. Mittlerer arterieller Druck (MAD). Modifiziert nach {Levy et al.
2018}.

Die adjuvante Therapie besteht aus
e einer Gabe niedrigdosierter Glukokortikoide (200mg Hydrocortison pro Tag) als Ulti-
ma Ratio bei therapierefraktaren septischen Schock sowie
e einer Korrektur des Blutzuckerspiegels bei Werten Uber >150mg/dl {Hagel et al.
2011}.
Aufgrund gegensatzlicher Ergebnisse in klinischen Studien hinsichtlich einer positiven Beein-
flussung der Mortalitat septischer Patienten wird der Einsatz von rekombinanten aktivierten
Protein C (rhAPC) kontrovers diskutiert {Kumar 2019, Ranieri et al. 2012, Hosac 2002, Ber-
nard et al. 2001}. Wahrend die Verabreichung von rhAPC bei Patienten mit schwerer Sepsis
bzw. septischen Schock und hohem Sterberisiko in den deutschen Leitlinien noch aufgefihrt
wird {Hagel et al. 2011}, ist der Einsatz in den internationalen SSC Richtlinien nicht mehr
empfohlen {Rhodes et al. 2017}. Darlber hinaus wird, sowohl in den deutschen als auch den
internationalen Leitlinien, von einer intensivierten Insulintherapie sowie der Gabe von Anti-
thrombin 1l abgeraten {Rhodes et al. 2017, Reinhart et al. 2010}. Hinsichtlich der Erndhrung
sollte wenn méglich eine orale bzw. enterale Verabreichung einer parenteralen Gabe bevor-
zugt werden {Rhodes et al. 2017, Hagel et al. 2011}.

1.2. Protein Z und Protein Z abhéangiger Protease Inhibitor

1.2.1. Entdeckung

Im Jahr 1977 isolierten Prowse und Esnouf erstmals ein neues, Warfarin-sensitives Protein
aus dem Rinderplasma und benannten es Protein Z (PZ), da es das letzte eluierte und Vita-
min-K abhangige Protein in der Anionen-Austausch-Chromatographie darstellte {Broze 2001,
Prowse et al. 1977}. Sieben Jahre spater wurde das PZ auch im humanen Plasma durch
Joseph P. Miletich und George J. Broze entdeckt {Broze et al. 1984}. Erst 1998, weitere 14
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Jahre spater, wurde der Protein Z-abhangige Protease Inhibitor (ZPI) erstmal durch Han et al.
isoliert und benannt {Han et al. 1998}.

1.2.2. Biochemie

Das PZ ist ein 62 kDa schweres, Vitamin-K abhéngiges Glykoprotein mit einer genetischen
Organisation auf dem Chromosom 13934 {Broze et al. 1984, Fujimaki et al. 1998, Vasse
2008}. Die molekulare Struktur ist ahnlich zu anderen Vitamin-K abh&ngigen Faktoren wie
z.B. Faktor VII, IX, X und Protein C {Vasse 2011}. Sie besteht aus einer y-Carboxyglutamat
(GLA)-Domane, einer a-Helikalen-Region mit einem Cluster an aromatischen Resten, zwei
epidermal growth factor (EGF)-like Modulen sowie einem Serin-Protease-like Modul {Vasse
2008, Ichinose et al. 1990}. Obwohl eine strukturelle Analogie zu anderen Serin-Proteasen
besteht, besitzt das PZ selbst keine proteolytische Aktivitat u.a. aufgrund einer veranderten
Zusammensetzung der katalytischen Triade (Aspartat und Lysin anstelle von Serin und His-
tidin) {Vasse 2008, Ichinose et al. 1990}. Erst durch die Isolierung des ZPI konnte die Funkti-
on des PZ als Cofaktor bestatigt werden {Han et al. 1998}. Hauptsyntheseort des PZ ist die
Leber {Vasse 2008, Kemkes-Matthes et al. 1995}. Aber auch in den Endothelzellen, in eini-
gen Zellen der Nieren und pathologisch auch in einigen Tumorzellen konnte eine Synthese
von PZ nachgewiesen werden {Vasse 2011, Broze et al. 2010, Vasse et al. 2006}. Die biolo-
gische Halbwertszeit von PZ betragt ca. 2,5 Tage und im EDTA antikoaguliertem Blutplasma
ergibt sich eine mittlere PZ-Konzentration von 2,9+1,0pg/ml {Broze 2001, Broze et al. 1984}.
Dabei auffallend ist die weite Verteilung der Einzelwerte mit 0,6-5,7ug/ml, sodass eine Beein-
flussung der Plasma PZ-Konzentrationen durch verschiedene Faktoren naheliegend ist {Bro-
ze 2001}. Ein wichtiger Faktor ist die, durch die Gla-Doméne bedingte, sehr sensitive Regu-
lation der PZ-Synthese in Abhangigkeit von der u.a. erndhrungsbedingten Verflgbarkeit von
Vitamin-K {Vasse 2011, Souri et al. 2009}. Auch hormonelle Faktoren scheinen zu den
Schwankungen der PZ-Konzentration im Plasma der normalen Bevdlkerung beizutragen. So
ist die Einnahme von oralen Kontrazeptiva mit einem hdéheren PZ-Plasma-Level assoziiert
und es konnten verminderte PZ-Konzentrationen in postmenopausalen vs. jingeren Frauen
gefunden werden {Vasse 2011, Heeb et al. 2007, Al-Shangeeti et al. 2005}. In der Maus hin-
gegen flihrt eine Gabe von 17a-Ethinylestradiol zu einer Senkung der hepatischen mRNA
von PZ und ZPI {Cleuren et al. 2010}. Im Blut zirkuliert das PZ in einem Komplex mit dem
ZPI {Tabatabai et al. 2001}. Im Mausmodell fihrt dabei ein ZPI-Defizit zu einer Senkung des
PZ-Spiegels um ca. 43%, sodass die Konzentration von ZPI im Blut einen beeinflussenden
Faktor in der Regulierung des PZ-Plasma-Levels darstellt {Zhang et al. 2008}. Auch geneti-
sche Mutationen stellen einen beeinflussenden Faktor der Plasma-PZ-Konzentration dar. So
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konnten fir 2 von insgesamt 110 im PZ-Gen entdeckten single nucleotide polymorphisms
(sNP) ein Einfluss auf den PZ-Blutspiegel nachgewiesen werden {Vasse 2011}.

Der Protein Z-abhangige Protease Inhibitor (ZPI) ist ein 72 kDa schweres Protein mit einer
genetischen Lokalisation auf Chromosomen 14932,1 {Corral et al. 2007, Han et al. 1999,
Han et al. 1998}. Das ZPI ist ein Serpin, da seine Struktur zu 25-35% mit der von Protease-
Inhibitoren der Serpin-Superfamilie Gbereinstimmt {Han et al .1999}. In Gegenwart von PZ,
Calcium-lonen und prokoagulatorischen Phopholipiden kann das ZPI den Faktor Xa inhibie-
ren (siehe Abb. 5) {Han et al. 2000}. Ohne das PZ wird die Hemmung des Faktor Xa durch
das ZPI um das 1000-Fache reduziert {Han et al. 2000}. Im reaktiven Zentrum des ZPI be-
findet sich die Aminosaure Tyrosin, welche die spontane Interaktion von ZPIl mit dem Faktor
Xa stark beeintrachtigt, gleichzeitig aber eine Proteolyse durch diesen Faktor verhindert {Va-
sse 2011, Han et al. 1999}. Weiterhin kann das ZPI den Faktor Xla inaktivieren, auch ohne
die Anwesenheit von PZ, Calcium-lonen und Phopholipiden {Han et al. 2000}. Auch eine
nicht durch die Serpin-Protease-Aktivitat des ZPI erfolgende Hemmung des Faktor IXa konn-
te gezeigt werden {Corral et al 2007, Heeb et al. 2005}. Heparin stellt einen weiteren ZPI-
Aktivator dar. Durch diesen Mechanismus kénnen sowohl der freie, nicht membrangebunde-
ne Faktor Xa als auch der Faktor Xla inaktiviert werden {Huang et al. 2011}. Das ZPI wird v.a.
in der Leber synthetisiert und erreicht im normalen humanen Plasma eine Konzentration von
ca. 3,84pg/ml {Han et al. 2000, Han et al. 1999}. Ahnlich wie die bereits 0.g. Beeinflussung
der PZ-Plasmakonzentration durch das ZPI wird auch die ZPI-Plasmakonzentration durch
das PZ beeinflusst. So konnte unter einer chronischen Warfarin-Therapie nicht nur ein star-
ker Abfall der PZ-, sondern auch eine Reduktion der ZPIl-Konzentration um 45% gezeigt
werden {Vasse 2011, Tabatabai et al. 2001}. Dementsprechend wird vermutet, dass die Sek-
retion oder Clearance von ZPI durch einen bislang unbekannten Mechanismus des PZ be-
einflusst wird {Vasse 2011, Al-Shangeeti et al. 2005, Tabatabai et al. 2001}. Ebenfalls ver-
gleichbar zu PZ in der ZPI knock-out Maus, fuhrt ein PZ-Defizit zu einer jedoch geringeren
Senkung der ZPI-Konzentration um ca. 24% (vs. 43%, s.0.) {Zhang et al. 2008}. Weiterhin
sind auch genetische Modifikationen im ZPI-Gen bekannt {Corral et al. 2006}. Die Auswir-
kung dieser genetischen Varianten auf die ZPIl-Konzentration im Blut wurde jedoch noch
nicht publiziert {Vasse 2011}. Dennoch konnte flr einen nonsense Polymorphismus ein 3,3-
fach erhdhtes Risiko fir die Entwicklung einer vendsen Thrombose gezeigt werden {Corral et
al. 2006}. Auch fir die Einnahme oraler Kontrazeptiva konnte eine erhdhte ZPI-
Konzentration im Blut nachgewiesen werden, sodass hormonelle Faktoren wie beim PZ ei-

nen beeinflussenden Faktor flr den Plasmaspiegel darstellen {Al-Shanqgeeti et al. 2005}.
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Abb. 5: Vereinfachte und schematische Darstellung der Interaktionen von Protein Z (PZ) und Protein
Z-abhangigen Protease Inhibitor (ZPI) mit einzelnen Komponenten der Gerinnungskaskade.

1.2.3. Interaktion

Das Serpin ZPI kann, wie bereits oben geschildert, die Faktoren Xa, Xla und IXa inaktivieren
{Heeb et al. 2005, Han et al. 2000}. In Anwesenheit und durch die Interaktion mit dem Co-
Faktor PZ, Calcium-lonen und Phospholipiden wird die Faktor-Xa-Inaktivierung durch das
ZPl um das 1000-Fache verstarkt {Han et al. 2000}. Dieser Vorgang kann auch nach Kom-
plexbildung zwischen Faktor Xa und Faktor Va erfolgen {Huang et al. 2019}. Im Blutplasma
zirkuliert das PZ zusammen mit dem ZPI in einem PZ-ZPI-Komplex {Tabatabai et al. 2001}.
Diese Komplexbildung erfolgt zwischen der C-terminalen PZ-Doméne und dem ZPI durch
insgesamt 10 Aminoséure-Reste (6 von PZ, 4 von ZPI), welche 3 Salzbriicken-Cluster bilden
und durch 9 zusatzliche Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden {Vasse 2011,
Rezaie et al. 2008}. Weiterhin wird vermutet, dass durch diese Bindung des PZ eine struktu-
relle Veranderung des ZP| hervorgerufen wird, wodurch die Interaktion mit dem Faktor Xa
optimiert wird {Rezaie et al. 2008}. Mithilfe der Calcium-lonen kann nun der PZ-ZPI-Komplex
Uber die Gla-Domane von PZ an prokoagulatorische Phospholipide binden {Vasse 2011}.
Auch der Faktor Xa bindet Uber seine Gla-Doméne an die Phospholipide. Im Anschluss bil-
det sich Uber die Interaktion der beiden Gla-Doméanen von PZ und Faktor Xa ein PZ-ZPI-
FXa-Komplex {Rezaie et al. 2008}. Erst durch diese Interaktionen ist eine Inaktivierung des
Faktor Xa durch das ZPI méglich {Vasse 2011, Rezaie et al. 2008}. Neben diesem klassi-

schen Weg der Inaktivierung wird auch ein alternativer Weg beschrieben (siehe Abb. 6).
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Hierbei wird das ZPI durch Glykosaminoglykane auf der Oberflache von Endothelzellen akti-
viert und kann so den freien Faktor Xa inaktivieren, ganz ohne prokoagulatorische Phos-
pholipiden, jedoch nur unter Anwesenheit von Calcium-lonen {Huang et al. 2011, Vasse
2011}. Ob fir diesen Mechanismus auch PZ bendétigt wird, ist nicht bekannt {Vasse 2011}.
Nach der Inaktivierung des Faktors Xa wird das ZPI gespalten, wodurch seine hohe Affinitat
zu dem PZ verloren geht {Vasse 2011, Huang et al. 2008}.

Prokoagulatorische Phospholipide Endothel Endothel

Klassischer Inaktivierungsweg Alternativer Inaktivierungsweg

Abb. 6: Vereinfachte und schematische Darstellung des klassischen und alternativen Inaktivierungs-
weg des Faktor Xa. Protein Z (PZ), Protein Z-abhangiger Protease Inhibitor (ZPI), y-Carboxyglutamat-
Domaéne (Gla). {Vasse 2011}

1.2.4. Physiologische Bedeutung

Die physiologische Relevanz von PZ und ZPI wird seit der Entdeckung bis heute z.T. kontro-
vers diskutiert.

Im Mausmodell ist ein alleiniger PZ knock-out (PZko) asymptomatisch {Yin et al. 2000}. Auch
die ZPI knock-out (ZPlko) Mause weisen ab der Geburt keine Unterschiede zu ihren hetero-
zygoten und Wildtyp-Geschwistern auf, jedoch wurde wahrend der Schwangerschaft ein
vermehrter Verlust von ZPIko-Mausen beobachtet {Zhang et al. 2008}. Beide knock-outs

fihren in Kombination mit dem Faktor Vieiden zu einer dramatischen Verstarkung des pro-
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thrombotischen Phanotyps, wobei der des ZPlko starker ausgepragt ist als der des PZko
{Zhang et al. 2008, Yin et al. 2000}. Sowohl der PZko als auch der ZPlko der Maus fihren
weiterhin zu einem Anstieg des Thromboserisikos nach arterieller GeféaBverletzung, sowie zu
einer erhdhten Mortalitat pulmonaler Thromboembolien {Zhang et al. 2008}. Auch innerhalb
unserer Arbeitsgruppe konnte der prothrombotische Phénotyp des ZPlko nachgewiesen
werden {Butschkau et al. 2013}. In klinischen Studien war eine geringe Plasma-PZ-
Konzentration assoziiert mit dem Auftreten von Schlaganféllen, peripheren arteriellen Er-
krankungen und tiefen Venenthrombosen {Sofi et al. 2009, Santacroce et al. 2006, Heeb et
al. 2002, Vasse et al. 2001}. Eine 2010 erhobene Meta-Analyse von Sofi et al. konnte die
Assoziation zwischen geringen PZ-Konzentrationen und einem erhdhten Thromboserisiko,
arteriellen vaskularen Erkrankungen, Schwangerschaftskomplikationen und vendésen throm-
boembolischen Erkrankungen bestéatigen {Sofi et al. 2010}. Andere Studien konnten fiir den
ischamischen Schlaganfall und die venése Thrombose keinen, z.T. auch gegenteiligen Zu-
sammenhang mit dem PZ-Plasmaspiegel feststellen {Al-Shanqgeeti et al. 2005, Lichy et al.
2004, Kobelt et al. 2001, Vasse et al. 2001}. Hinsichtlich der Beziehung zwischen arteriel-
len/vendsen thrombotischen Erkrankungen und der ZPI-Plasmakonzentration gibt es nur
einige wenige Studien {Vasse 2011}. So konnten signifikant verminderte ZPI-Plasmaspiegel
in Patienten mit peripheren arteriellen Erkrankungen, sowie ein nonsense Polymorphismus
mit einem erhéhten vendsen Thromboserisiko gefunden werden {Sofi et al. 2009, Corral et al.
2006}. Andere Studien hingegen konnten keinen Einfluss von ZP| auf das Auftreten von
Schlaganfallen, koronaren Herzkrankheiten sowie vendse Thrombosen zeigen {Razzari et al.
2006, Refaai et al. 2006, Al-Shangeeti et al. 2005}. In einem Hamophilie-A-Mausmodell stell-
te sich nach Inhibierung der PZ-ZPI-Komplexbildung durch die Hinzugabe eines PZ-
Antikérpers eine verbesserte Gerinnungssituation dar {Girard et al. 2019}.

Hinsichtlich inflammatorischer Eigenschaften von PZ und ZPI gibt es nur sehr wenige zum
Teil gegensatzliche Studien. In Patienten mit rheumatioder Arthritis konnte eine Korrelation
zwischen der PZ-Plasmakonzentration und dem Transferrin, einem negativen akuten Phase
Protein, entdeckt werden {Vasse et al. 2002, Raczkowski et al. 1987}. Auch konnte in Patien-
ten mit akuter Leuk&dmie und Non-Hodgkin Lymphom ein signifikanter negativer Zusammen-
hang zwischen dem PZ- und IL-6-Plasmalevel festgestellt werden {Undar et al. 1999}. Vasse
et al. behandelten kultivierte Hepatozyten mit Zytokinen und fanden verminderte PZ-
Konzentrationen in den TNF-a und IL-4 ausgesetzten Hepatozyten {Vasse et al. 2002}. 2006
konnte innerhalb der Arbeitsgruppe sogar eine verminderte Produktion von PZ in Endothel-
zellen durch TNF-a, sowie eine erhéhte Synthese durch Oncostatin M, einem Zytokin der IL-
6 Familie, nachgewiesen werden {Vasse et al. 2006}. Eine ZPI-Produktion der Endothelzel-
len konnte nicht nachgewiesen werden {Vasse et al. 2006}. Weiterhin konnte auch ein signi-
fikanter PZ-Anstieg, 72h nach einer perkutanen koronaren Intervention, gezeigt werden {Ce-
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sari et al. 2007}. In einem Maus-Modell konnte nach Auslésung einer akuten Phase-Reaktion
ein Anstieg der ZPI-Konzentration nachgewiesen werden als moglicher Hinweis einer Bedeu-
tung des ZPI als akute Phase-Reaktant {Girard et al. 2013}.

In einer weiteren Studie konnte ein Abfall der PZ-Konzentration in Abh&ngigkeit von der Pro-
gression maligner Tumoren entdeckt werden {Shang et al. 2005}. Auch konnte ein Zusam-
menhang von hohen PZ-Levels mit einer Hypertriglyceridamie, sowie eine Sekretion von PZ
in den Urin gezeigt werden {Broze et al. 2010, Heeb et al. 2002}.

Zusammenfassend l&sst sich hinsichtlich der Koagulation feststellen, dass ZPI- und -in ge-
ringerer Auspragung- auch PZ-Defizite, in Kombination mit weiteren gerinnungsaktivierenden
Faktoren, zu einer Verstarkung des prokoagulatorischen Gerinnungszustandes beitragen.
Die klinischen Auswirkungen der tierexperimentell gewonnenen Erkenntnisse auf arterielle
und vendse Erkrankungen im Menschen konnten z.T. durch Studien belegt werden. In der
Beeinflussung der Inflammation lasst sich eine anti-inflammatorische Tendenz des PZ ablei-
ten. Somit kann aktuell festgehalten werden, dass beide Proteine die Koagulation beeinflus-
sen und dass das PZ an inflammatorischen Interaktionen beteiligt ist. Dennoch sind weitere
Studien nétig, um eine genauere Zuweisung der physiologischen Bedeutung zu erméglichen.

1.3. Ziele der Studie

Die Grundlage der septischen Pathophysiologie liegt in einer systemischen Reaktion eines
Organismus auf eine Infektion mit Aktivierung der Inflammation und Koagulation bis hin zu
einer Immunparalyse, DIC und Stérungen der Mikrozirkulation. Diese Veréanderungen kén-
nen von einer Organdysfunktion bis hin zu einem Multiorganversagen fihren. Trotz adaqua-
ter Therapie geht die Sepsis mit einer hohen Mortalitét einher. Neue Therapieoptionen kénn-
ten zu einer Senkung der Sterberate beitragen und somit das Uberleben septischer Patien-
ten verbessern. Dabei kdnnten therapeutische Mittel, wie z.B. das rekombinante aktivierte
Protein C, die sowohl die Inflammation als auch die Koagulation modulieren, einen Vorteil
darstellen. Das PZ und das ZP! sind beide involviert in das Gerinnungsgeschehen. Uber eine
inflammatorische Potenz gibt es nur wenige Belege.

Ziel der Studie war daher die Untersuchung der Eigenschaften einer PZ- und ZPI-Defizienz
anhand eines murinen knock-out Modells sowie nach Induktion einer generalisierten
Shwartzman Reaktion (GSR) als Modell einer Sepsis. Wir stellten uns in der vorliegenden
Arbeit somit folgende Fragen:
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Welche Veranderungen hinsichtlich der Inflammation, Mikrohdmodynamik und Mikro-
zirkulation ergeben sich wahrend einer GSR?

Inwieweit stimmen die Eigenschaften einer GSR mit der Pathophysiologie einer Sep-
sis Uberein?

Welche Veranderungen ergeben sich durch eine PZ-Defizienz im Verlauf einer GSR?
Welche Veranderungen ergeben sich durch eine ZPI-Defizienz im Verlauf einer GSR?
Inwieweit unterscheiden sich eine PZ- und ZPI-Defizienz im Verlauf der GSR?

Welche Rickschlisse lassen sich aus den Ergebnissen flir das PZ und das ZPI zie-
hen?
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2. Material und Methoden

2.1. Modell-Ubersicht

Die Untersuchungen der Eigenschaften von Protein Z (PZ) und dem Protein Z-abhangigen
Protease-Inhibitor (ZPIl) erfolgte anhand von 2 knock-out Maus-Modellen, dem dorsalen
Ruckenhautkammer- sowie dem Air-Pouch-Modell. In beiden Modellen wurde eine inflamma-
torische Reaktion des Organismus mithilfe der Shwartzman-Reaktion herbeigefiihrt. Eine
Ubersicht {iber den zeitlichen Ablauf geben die beiden Abbildungen (Abb. 7).

A
Rickenhaut-
kammer- IVM- 1.Dosis 2.Dosis
préparation Baseline LPS LPS IVM-01 IVM-05 IVM-08
-10d 1h 5h
1.Dosis LPS: 0,05mg/kg KG, s.c.
2.Dosis LPS: 5mg/kg KG, i.v.
B
Injektion
TNF-a
+ Injektion
1.Dosis 2.Dosis und
1.Injektion 2.Injektion 3.Injektion LPS LPS Aspiration
-24,5h
. . 1.Injektion: 2,5ml sterile Luft, s.c. Injektion TNF-a: 1ml (0,1ug/ml TNF-a + PBS)
;gg::: tFP,g gh?s;?(g/l&gGKin’ s-C. 2.Injektion: 2,5ml sterile Luft, s.c. Injektion und Aspiration: 3 malig (1ml-2ml-2ml)
. Fomgrkg K&, LV 3.Injektion: 1ml sterile Luft, s.c. mit kalter Lésung (3mM EDTA + PBS)

Abb. 7: Vereinfachte und schematische Ubersicht iiber den experimentell-zeitlichen Ablauf des dorsa-
len Rickenhautkammer- (A) und Air-Pouch-Modells (B). Blutentnahme (BE), intravitale Fluoreszenz-
mikroskopie (IVM), Lipopolysaccharide (LPS), Organentnahme (OE), Tumornekrose-faktor-a (TNF-a),
subkutane Injektion (s.c.), intravendse Injektion (i.v.), Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), phospha-
te buffered saline (PBS).

2.2. Experimentelle Modelle

Versuchstiere

Far die in vivo Untersuchungen wurden ménnliche, 10-26 Wochen alte und 20-35g schwere
Mé&use verwendet. Die Versuchstiere wurden uns von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. med.
Broze von Barnes-Jewish Hospital at Washington University School of Medicine zur Verfu-
gung gestellt und in der Zentralen Versuchstierhaltung der Universitatsmedizin Rostock wei-
ter gezlchtet. Unter Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter ad libitum wurden die
Versuchstiere in einem 12 Stunden Tag-/Nachtrhythmus gehalten. In Anlehnung an die Stu-
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dien von Yin et al. und Zhang et al., haben unsere verwendeten Versuchstiere einen
C57BI/6x129 Hintergrund und wurden ebenfalls mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
genotypisiert {Yin et al. 2000, Zhang et al. 2008}. Das Versuchsvorhaben war gemaf §8 des
Tierschutzgesetzes (Aktenzeichen 7221.3-1.1-072/11) genehmigt.

Versuchsgruppen

In beiden experimentellen Modellen wurden 3 Versuchsgruppen gebildet. Diese bestanden
aus einer PZ- (PZko) und ZPI-knock-out (ZPIko) sowie einer Wildtyp-Gruppe (WT). Fir die
Auswertung wurde jeweils die PZko bzw. ZPIko zu den WT-Versuchstieren verglichen. Die
Tabelle 6 gibt einen Uberblick (iber die verwendete Tieranzahl.

Rickenhautkammer-Modell Air-Pouch Modell
WT 9 8
PZko 8 6
ZPlko 6 6

Tabelle 6: Ubersicht iiber die Anzahl der verwendeten Tiere innerhalb der experimentellen Modelle.
Wildtyp (WT), Protein Z knock-out (PZko), Protein Z-abh&ngiger Protease Inhibitor knock-out (ZPIko).

Generalisierte Shwartzman Reaktion

Die GSR beinhaltet eine zweizeitige Exposition eines Organismus mit einem Agens zur Sen-
sibilisierung des Immunsystems und spéterer Induktion einer systemischen inflammatori-
schen Reaktion. In unseren Experimenten verwendeten wir das Lipopolysaccharid (LPS) von
Escherichia coli (E. coli, Serotyp 0128/B12, Sigma-Aldrich, Deutschland). Dabei erfolgte die
erste Injektion des LPS subkutan (0,05mg/kg KG), die zweite 24 Stunden spater und intrave-
nds mit einer um den Faktor 100 starkeren Konzentration (5mg/kg KG) (siehe Abb. 7). Uber
eine kleine Hautinzision im rechten Halsbereich mit anschlieBender stumpfer Praparation
wurde, fur die intravendse Verabreichung des LPS im Rickenhautkammer-Modell, die rechte
Vena Jugularis prapariert. Im Anschluss erfolgte die Injektion des LPS in die Vene unter ei-
nem Operationsmikroskop (Leica M651) (siehe Abb. 8). Aufgrund der zeitlichen Abstimmung
mit der TNF-a Injektion (siehe Abb. 7 B) wurde die intravendse Gabe von LPS im Air-Pouch-
Modell retrobulbar durchgefihrt.

Seite | 32




Abb. 8: Bild aus einer Videoaufnahme des Operationsmikrokops. Die Abbildung zeigt die intravendse
Applikation von LPS (5mg/kg KG) in die rechte Vena Jugularis.

Anéasthesie und Vorbereitung der Modell-Praparation

Die Versuchstiere wurden in beiden Modellen gewichtsadaptiert und intraperitoneal mit einer
Mixtur aus Ketamin (75mg/kg KG; Ketamin 10%, bela-pharm GmbH Co. KG, Vechta) und
Xylazin (5mg/kg KG; Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) anasthesiert. Zum
Schutz vor einer Austrocknung der Augen wurde bei jeder Narkose eine Augensalbe (Bepan-
then® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) aufgebracht. Des Weiteren
wurde mithilfe einer kleinen, anatomischen Pinzette die Zunge der narkotisierten Maus leicht
nach ventrolateral gezogen und mithilfe des Ober- und Unterkiefers in dieser Position fixiert.
Dadurch sollten die Atemwege freigehalten und ein Zurlckfallen der Zunge verhindert wer-
den. Um eine Aspiration von Kafigstreu zu verhindern, wurde die narkotisierte Maus in dem
Kéfig auf ein Zellstoff-Tuch gebettet. In Vorbereitung fir die Préaparation einer Rickenhaut-
kammer bzw. des Air-Pouches erfolgte in beiden Modellen eine Rasur des Riickenfells der
anasthesierten Maus mithilfe eines Elekirorasierers. Im Anschluss wurden die gekulrzten
Haare durch Einwirkung einer Enthaarungsmousse (pilca Enthaarungsmousse, DMV-
Diedrichs Markenvertrieb GmbH & Co. KG, Bad Pyrmont) epiliert.

2.2.1. Modell der dorsalen Riickenhautkammer

Definition und Praparation

Fir die Durchflihrung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erfolgte die Praparation einer
dorsalen Rickenhautkammer. Bei diesem 1943 erstmals von Algire an der Maus angewand-
ten und in den folgenden Jahrzehnten modifizierten Modell handelt es sich heute um eine
etablierte Mdglichkeit der intravitalen Darstellung der Mikrozirkulation {Menger et al. 2002,
Vajkoczy et al. 2000, Lehr et al. 1993}.
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Eine dorsale Rickenhautkammer besteht aus zwei symmetrischen Titanplatten (siehe Abb. 9
B), zwischen denen die vorsichtig extendierte Rucken-Haut der narkotisierten Maus aufge-
spannt und befestigt wird. Eine Seite der doppelschichtigen Hautfalte wird bis auf das Ge-
faBniveau der gegenlberliegenden Seite prapariert und mit einem Deckglas abgedeckt. In
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie kénnen so verschiedene GefaBparameter analysiert
werden. Um hamodynamische und kapillare Parameter sowie Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen wahrend der GSR bewerten zu kénnen, haben wir uns fir das Modell der dor-
salen Rickenhautkammer entschieden.

Abb. 9: Représentative Darstellung des Instrumentariums fir eine Rickenhautkammer-Praparation:
[A] 1-Nadelhalter, 2 und 3-Klemme, 4 und 5-feine Schere, 6-feine anatomische Pinzette, 7-
mikrochirurgische Pinzette, 8-gebogene mikrochirurgische Pinzette, 9-mikrochirurgische Federschere,
[B] 10-vordere Titan-Rickenhautkammerplatte, 11-hintere Titan-Rickenhautkammerplatte, 12-
Sprengring, 13-Muttern zum Verschluss der Rickenhautkammerplatten, 14-Nadel, 15-rundes Deck-
glas, [C] 16-Sprengring-Zange, 17-Muttern-Dreher.

In der Vorbereitung wurden zundchst das Versuchstier gewogen und im Anschluss ge-
wichtsadaptiert intraperitoneal anésthesiert. Nach etwa 5-10 Minuten erfolgten, an der nun
narkotisierten Maus, die Rasur und das Epilieren des Rickenfells (siehe Kapitel Anasthesie).
Far die Préparation wurde die Maus zunachst auf eine Heizplatte gelegt zur Aufrechterhal-
tung einer konstanten Kérpertemperatur von 37°C (siehe Abb. 10 E). Danach erfolgte unter
Abdeckung des Kopfes eine Sprihdesinfektion (octeniderm® farblos, Schilke &Mayr GmbH,
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Norderstedt) der Rickenhaut. AnschlieBend wurde durch Diaphanoskopie mithilfe einer
Schwanenhalslampe (Leica KL200) die mediane Linie der nach dorsal extendierten Ricken-
haut bestimmt (siehe Abb. 10 C). Dabei war die Medianlinie eingestellt, wenn im Gegenlicht
der Lampe die gegenlberliegenden, groBen Gefal3e der Hautfalte sich kongruent deckten.

Stereomikroskop
Schwanenhalslampe
Heizplatte

Instrumentarium

Abb. 10: Reprasentative Darstellung einzelner Schritte einer Rickenhautkammerpraparation: [A]
Maus ohne Narkose, [B] narkotisierte Maus, [C] durchscheinende Gefal3zeichnung bei der Diaphano-
skopie, [D] narkotisierte Maus nach Beendigung der Praparation, [E] operativer Arbeitsbereich.

Die nun ausgerichtete und extendierte Rickenhaut wurde Uber einen kranialen und einen
kaudalen Haltefaden (3.5 Dermafil Green Polyester, SMI AG, Hinningen, Belgien) temporéar

an einem Fixierbugel befestigt. Im Anschluss wurde eine der Titanplatten an der kaudalen
Seite | 35



Kante der Hautfalte in mittlerer Position durch 2 Nahte (4-0 Prolene, Ethicon, San Lorenzo,
Puerto Rico, USA) fixiert. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die groBen von kranial
und kaudal kommenden GefaBe nicht durch die Position der Titanplatte und deren Schrau-
ben beeinflusst werden, da ansonsten die Blutzirkulation in der Rlickenhautkammer zum
Erliegen kommen konnte. Unter Zuhilfenahme einer Hautschere wurden am ventralen Ende
der extendierten Rickenhaut zwei L6cher durch beide Hautschichten hindurch prapariert.
Durch diese wurden die beiden ventralen Verbindungsschrauben der Titanplatte gefuhrt und
mit zwei Klemmen fixiert. AnschlieBend erfolgte erneut durch Diaphanoskopie eine kreisrun-
de Markierung des zu praparierenden Hautareals mit einem Durchmesser von ca. 10 bis
15mm. Darauf erfolgte eine Umlagerung des Versuchstieres auf die Seite sowie eine Desin-
fektion des markierten Areals. Innerhalb der Markierung wurde nun mithilfe eines Stereomik-
roskops mikrochirurgisch die Kutis, Subkutis, der M. panniculus carnosus sowie zwei Schich-
ten des Retraktormuskels vollstandig exzidiert bis zum M. panniculus carnosus der Gegen-
seite. Somit blieb das Gewebe der Kammergegenseite vollstédndig erhalten (siehe Abb. 11).

Kutis

Subkutis Sprengring

M. panniculus carnosus

Deckglas

M. panniculus carnosus

Subkutis

Kutis

Abb. 11: Vereinfachte und schematische Darstellung einer praparierten Rickenhautkammer. {Lasch-
ke et al. 2011}

Um Austrocknungen zu vermeiden, wurde wahrend der Préparation die Exzisionsflache mit
0,9% Natrium-Chlorid-Lésung (NaCl) kontinuierlich benetzt. Kleinere Blutungen wurden mit
feuchten Wattestédbchen gestillt. Nach Beendigung der Praparation wurde die Exzisionsfla-
che groBzigig mit 0,9% NaCl gespult. Darauf folgte das Aufstecken der anderen Titanplatte
auf die drei Schrauben der bereits befestigten Platte. Unter leichtem Druck wurde so die
Platte entlang der Schrauben in Richtung der Praparationsflache gedrickt, um dort mit drei
Muttern positioniert und befestigt zu werden. Im Anschluss wurde die praparierte Flache er-
neut groBBzigig mit 0,9% NaCl gespdilt und ein Deckglas Uber diese angebracht. Das Deck-
glas wurde mit einem Sprengring in der Titanplatte fixiert (sieche Abb. 10 D). Zum Abschluss
erfolgten noch zwei weitere Nahte an der kranialen und kaudalen Kante der beiden Titanplat-
ten zur weiteren Befestigung des dorsalen Endes der Hautfalte. Die Maus wurde nun 72
Stunden unter Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter ad libitum in einem 12

Seite | 36



Stunden Tag-/Nachtrhythmus gehalten, bevor die 2. Dosis LPS i.v. verabreicht und eine sys-
temische inflammatorische Reaktion hervorgerufen wurde (siehe Abb. 7 A).

Erganzend sei erwahnt, dass die beiden Titanplatten nicht direkt aneinander auflagen, son-
dern durch drei Muttern zwischen den Platten auf Abstand gehalten wurden, um einen aus-
reichenden Kompressionsschutz des Gewebes zu gewahrleisten

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Um die Parameter der Mikrozirkulation zu erfassen, wurde eine intravitale Fluoreszenzmikro-
skopie (IVM) durchgefiihrt. Dabei wurden mithilfe fluoreszierender Farbstoffe das Blutplasma
und die Leukozyten angeférbt. Durch ein Licht spezieller Langenwelle konnten somit unter
dem Mikroskop (Axiotech Vario 100; Zeiss; Géttingen) die unterschiedlichen Farbstoffe ge-
trennt voneinander angeregt und damit sichtbar gemacht werden. Die Live-Bilder der GeféaBBe
wurden dabei Uber eine Schwarz-WeiB3-CCD-Videokamera (FK 6990A-1Q, Pieper, Berlin)
aufgenommen und mit einem Videorekorder (Panasonic Video Cassette Recorder AG-7350,
Matsushita, Tokyo, Japan) auf Videokassette flr die spatere offline Analyse am Caplmage
gespeichert.

Nach Préparation der Rickenhautkammer am Tag -3 (-3d) erfolgte die Baseline IVM-
Aufnahme 25 Stunden vor i.v. Applikation der 2. Dosis LPS (-25h). Am darauffolgenden Tag
wurden erneute IVM-Aufnahmen 1 (1h), 5 (5h) sowie 8 (8h) Stunden nach der intravenésen
Gabe von LPS angefertigt (siehe Abb. 7 A).

Zur Vorbereitung der IVM erfolgte zuerst eine Anasthesie des Versuchstieres. Unter Narkose
wurde ein Gemisch aus 2%igen Fluoreszeinisothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran 2%, MG:
150 kD, Sigma-Aldrich, Deutschland) und 1%igen Rhodamin (Sigma-Aldrich, Deutschland)
im Verhéltnis von 1:1 in den retrobulbaren Venenplexus injiziert (sieche Abb. 12 A). Das FITC-
Dextran diente dabei zur Farbung des Blutplasmas, das Rhodamin zur Farbung der Leuko-
zyten. Die Menge des verabreichten Gemisches wurde in Abhangigkeit von dem Zeitpunkt
der Gabe adaptiert (-25h: 0,1ml/ 1h: 0,1ml / 5h: 0,08ml / 8h: 0,06ml).

Nach der retrobulbaren Injektion des Farbstoffes wurde das Versuchstier seitlich auf einen
speziellen Objekttrager gelegt und die Rickenkammer mit einem Faden fixiert (siehe Abb. 12
B). AnschlieBend wurde der Objekitrager zusammen mit dem Versuchstier auf den Objeki-
tisch des Mikroskops gelegt und die Rickenhautkammer im Okular eingestellt. Durch ver-
schiedene Filtersysteme konnte das von der Quecksilberdampf-Kurzbogen-Lampe (HBO 103
W/2, Zeiss, Goéttingen) ausgestrahlte Licht auf bestimmte Wellenlangen eingestellt werden.
Das durch den Filter hindurch gelassene Licht eines bestimmten Wellenlangenbereichs war
nun in der Lage den Fluoreszenzfarbstoff anzuregen. Der angeregte Farbstoff emittierte da-
raufhin ein Licht anderer Wellenlédnge, welches nun erneut durch einen Filter heraus selek-
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tiert und im Okular dadurch sichtbar gemacht wurde. Mithilfe des blauen Filters (Exzitations-
/Emissionswellenlange: 450-490/>520nm) konnte somit das Blutplasma durch die Anregung
von FITC-Dextran sichtbar gemacht werden. Durch den grinen Filter (Exzitations-
/Emissionswellenlange: 530-560/>580nm) konnten die durch Rhodamin gefarbten Leukozy-
ten dargestellt werden.

Lichtfilter
Objektivrevolver
Steuerung der Lichtintensitat

Objekttisch

Abb. 12: Vorbereitung und Aufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie: [A] intravendse, retrobul-
bare Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe, [B] Positionierung der narkotisierten Maus auf eine Fixati-
onsplatte, [C] vereinfachter Aufbau des intravitalen Fluoreszenzmikroskops.

FUr jedes Versuchstier wurden in der Baseline IVM-Aufnahme (-25h) 6-8 Arteriolen und 6-8
Venolen mit einem Durchmesser von 30-60um sowie insgesamt 5 Kapillarfelder aufgesucht
und aufgenommen. Die gleichen Arteriolen und Venolen wurden am Tag der i.v. LPS-
Applikation nach 1, 5 und 8 Stunden erneut aufgesucht und auf Videokassette gespeichert.
Sémtliche Aufnahmen zur spéateren offline Analyse wurden mit einem 20-fach vergréBernden
Objektiv durchgefihrt (Luc Plan FLN x20/0.45 W, Olympus).

Blutabnahme

Zur Blutanalyse wurden bei den Versuchstieren jeweils zwei Blutentnahmen (BE) durchge-
fuhrt. Die erste Blutabnahme erfolgte mindestens zehn Tage (-10d) vor, die zweite 8,5 Stun-

den nach der i.v. LPS-Applikation (siehe Abb. 7 A). Beide Blutabnahmen wurden unter Nar-
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kose und retrobulbér (siehe Abb. 13 A) mithilfe einer Kapillare (Sarstedt, Nimbrecht) sowie
einem EDTA-Blutréhrchen (Microvette®, Sarstedt, NUmbrecht) durchgefihrt.

Organasservierung und Versuchsende

8,5 Stunden nach der i.v. LPS-Applikation und der zweiten Blutabnahme erfolgte die Tétung
des Versuchstieres durch eine retrobulbére, intravendse Gabe einer Uberdosis des Narko-
semittels. Kurz darauf wurden durch eine mediane Thorako- bzw. mediane Laparotomie so-
wohl die Lungen als auch die Leber entnommen. Teile der Organe wurden anschlieBend in
Histokassetten gelegt (siehe Abb. 13 B) und fir 1-2 Tage in einer 4%igen Formalin-Lésung
(Formafix 4% gepuffert, Grimm med. Logistik GmbH, Torgelow) aufbewahrt. Des Weiteren
wurden in gleicher Technik in insgesamt 9 weiteren unbehandelten Mausen (3 WT, 3 PZko,

3 ZPlko) die Leber und Lunge entnommen, um histologische Baseline-Werte dieser Gruppen
zu ermitteln.

I
(11
[l

i

™l

Abb. 13: [A] Retrobulbare Blutabnahme bei einer narkotisierten Maus, [B] Entnommene Organe (1-
Leber, 2-Lunge) in histologischen Kassetten vor der Formalin-Einbettung.

2.2.2. Air-Pouch Modell

Definition und Praparation

Ein Air-Pouch ist eine kinstlich geschaffene und subkutane Luftkammer (sieche Abb. 14 A).
Nach Injektion eines Lockstoffes in die Kammer kann anschlieBend die leukozytére Extra-
vasation durch Injektion und Aspiration einer Spullésung bestimmt werden. Um nun das Ext-
ravasationsverhalten der Leukozyten wéahrend der Shwartzman Reaktion analysieren zu
kénnen, nutzten wir das Air-Pouch Modell. Es wurden dabei einige Ablaufe und Erkenntnisse

des Air-Pouch Versuches von Schramm et al. Gbernommen und modifiziert {Schramm et al.
2000}.
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Sieben Tage vor der i.v. Applikation der 2. Dosis LPS (-7d) wurde mit der Praparation des
Air-Pouches begonnen. Dabei wurde in der Vorbereitung das Versuchstier andsthesiert und
anschlieBend der Rlcken rasiert sowie epiliert. Nach Sprihdesinfektion folgte nun die erste,
subkutane Injektion (1. Injektion) von 2,5ml steriler Luft. Dieser Ablauf wurde am Tag -4 (-4d)
wiederholt, wobei die 2,5ml sterile Luft diesmal in die bereits existierende Luftkammer sub-
kutan injiziert wurde. 24,5 Stunden vor der 2. Dosis LPS (-24,5h) erfolgte die letzte Injektion
(3. Injektion) von nur 1ml steriler Luft in den Air-Pouch (siehe Abb. 7 B). Die Uber eine Wo-
che verteilten Luft-Injektionen dienten dabei zur Aufrechterhaltung eines Volumens des Air-
Pouches und zur Gewebeorganisation der Kammerhille, sodass am Tag der i.v. LPS-
Applikation problemlos der leukozytare Lockstoff in Stunde 0 (Oh) sowie die Injektion und
Aspiration der Spullésung in Stunde 4 (4h) erfolgen konnte.

TNF-a Injektion und Zell-Aspiration

Um wahrend der Shwartzman Reaktion eine Leukozyten-Extravasation hervorzurufen, wurde
TNF-a in den Air-Pouch am Tag 0 injiziert. Die 1ml Injektions-Lésung beinhaltete TNF-a
(Tumor Necrosis Factor-a, from mouse, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) mit
0,1ug/ml sowie phosphate buffered saline (PBS, gibco®, life technologies™, Paisley, UK).
Die Konzentration von TNF-a wurde aufgrund der Studienergebnisse von Schramm et al.
{Schramm et al. 2000} gewahlt, da bei dieser Konzentration die héchste Leukozyten-
Extravasation nach 4 Stunden beobachtet werden konnte. Der Erfolg der TNF-a Injektion
konnte durch die Beobachtung eines Flussigkeitsspiegels im Air-Pouch mithilfe der Diapha-
noskopie Uberpruft werden (siehe Abb. 14 B). Direkt nach der Injektion erfolgte die gewichts-
adaptierte, retrobulbare Applikation der 2. Dosis LPS (5mg/kg KG, i.v.). Nach 4 Stunden
Shwartzman Reaktion erfolgte 3-malig (1ml-2ml-2ml) die Injektion mit anschlieBender Aspira-
tion einer kalten Spulllésung bestehend aus 3mM EDTA (Merck, Darmstadt) und PBS. Die
sich in dem Air-Pouch gesammelten und in der Spillésung schwimmenden Leukozyten
konnten so aspiriert und in Falcon-Réhrchen (15ml Tube, greiner bio-one, Solingen) zur wei-

teren Verarbeitung gesammelt werden.
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Abb. 14: [A] Air-Pouch auf dem Ricken einer narkotisierten Maus nach 3-maliger Injektion (-7d: 2,5ml,
-4d: 2,5ml, -24,5h: 1ml) von steriler Luft. [B] Mithilfe der Diaphanoskopie erkennbarer (-) Flissigkeits-
spiegel in einem Air-Pouch einer anésthesierten Maus nach Injektion von 1ml einer Lésung aus TNF-a
und PBS.

Blutabnahme und Versuchsende

Nach Injektion und Aspiration der Splllésung im Air-Pouch erfolgte an der narkotisierten
Maus eine retrobulbare Blutabnahme mithilfe einer Kapillare (Sarstedt, Nimbrecht) sowie
einem EDTA-Blutréhrchen (Microvette®, Sarstedt, Nimbrecht). AnschlieBend wurde das
Versuchstier durch eine intravendse Uberdosierung des Narkosemittels getétet.

2.3. Datenerhebung

Blut- und Serumanalyse

In beiden experimentellen Modellen wurde das abgenommene Blut hinsichtlich der Leukozy-
ten, Erythrozyten und Thrombozyten mithilfe eines automatischen Analysesystems (Sysmex
KX21, Sysmex, Deutschland GmbH, Norderstedt) untersucht. Zusatzlich erfolgte im Ricken-
hautkammer-Modell im Anschluss eine Zentrifugierung des Blutes bei 3500 U/min far 10 Mi-
nuten und darauffolgend eine Pipettierung des Uberstehenden Blutplasmas zur Analyse der
Interleukin-10 (IL-10) Werte. Die IL-10 Messungen wurden mit einem kommerziell erhaltli-
chen ELISA-Kit von Thermo Fisher Scientific (Rockford, lllinois 61101, USA) durchgefihrt.

Analyse der Mikrozirkulation

Die mithilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie auf Video aufgenommenen GefalBe wur-
den spater offine am Computer analysiert. Hierfir wurde ein spezielles Programm
(CAPIMAGE, Dr. Zeintl Software, Heidelberg) genutzt. Durch die Farbung des Blutplasmas
mit FITC-Dextran und Anregung im blauen Lichtbereich konnten GefaBparameter wie der
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volumetrische Blutfluss, die Wandscherrate, die funktionelle kapillare Dichte sowie die
Leakage bestimmt werden. Die Anzahl der adh&renten Leukozyten konnte durch eine Far-
bung mit Rhodamin und Anregung im griinen Lichtbereich analysiert werden.

Bestimmung des volumetrischen Blutflusses [pl/s] (VBF): Zur Bestimmung des volumet-
rischen Blutflusses wurde zunédchst die Blutflussgeschwindigkeit (velocity, v in [mm/s]) be-
stimmt. Daftr wurde innerhalb des CAPIMAGE eine Gerade in die Mitte des zu untersu-
chenden GeféBes gelegt (sieche Abb. 15 A). Unter laufendem Videoband analysierte das
Programm Uber 10 Sekunden fir jeden Punkt der Geraden die Verédnderungen der Grauwer-
te und stellte diese in einem Zeit-Weg-Diagramm dar (siehe Abb. 15 B). Die Grauwertveran-
derungen resultierten dabei aus dem Fluss der dunkel erscheinenden Erythrozyten in dem
gefarbten Blutplasma. Durch das manuelle Einlegen von mindestens 10 Geraden in das Dia-
gramm erfolgte Uber Anstieg-Berechnung und Mittelwertbildung die Angabe der mittleren
Blutflussgeschwindigkeit (siehe Abb. 15 B). Des Weiteren musste zur Bestimmung des VBF
der mittlere GefaBdurchmesser (d in [mm]) des gewéahlten GeféaBabschnittes bestimmt wer-
den. Dies erfolgte durch das Einlegen von mehreren Geraden entlang des gesamten Gefai-
abschnittes und anschlieBender Mittelwertbildung. Um den Unterschied zwischen Blutfluss-
geschwindigkeit im Zentrum eines GefaBes gegenlber dessen Randbereich auszugleichen,
wurde ein Baker-Wayland-Faktor von 1,6 verwendet. So konnte nun der VBF in [mm?3/s] be-

rechnet werden Uber die Gleichung:

VBF = v/1,6 x (17 x d?)/4
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Abb. 15: Reprasentative Darstellung der Messungen einiger GeféaBparametern im CAPIMAGE: [A]
Einlegen einer Geraden in die GefaBmitte zur Blutflussgeschwindigkeitsbestimmung, [B] Bestimmung
der Blutflussgeschwindigkeit durch Mittelwertbildung der Anstiege von mindestens 10 eingelegten
Geraden, [C] Bestimmung der funktionellen kapillaren Dichte.

Bestimmung der Wandscherrate [1/s] (WSR): Durch die Bestimmung der Blutflussge-
schwindigkeit (v in [mm/s]) und des mittleren GefaBdurchmessers (d in [mm]) konnte auch
die Wandscherrate Uber folgende Gleichung berechnet werden:

WSR = 8 x (v/1,6)/d

Bestimmung der funktionellen kapillaren Dichte [cm/cm?] (FCD): Fir die Bestimmung
der funktionellen kapillaren Dichte wurde innerhalb der aufgenommenen Kapillarfelder eine
manuell bestimmte FlachengréBe im CAPIMAGE markiert. Durch Abspielen der Live-Bilder
konnten nun innerhalb der markierten Flache ebenfalls manuell die perfundierten Kapillaren
nachgezeichnet werden (siche Abb. 15 C). Uber eine Flachenberechnung wurden so die
perfundierten Kapillaren in cm pro cm? Flache angegeben.

Bestimmung der Leakage: Als Leakage wird der Verlust von Blutplasma aus den GefaBBen
in das perivaskulare Gewebe bezeichnet. Die Leakage wurde im CAPIMAGE durch eine

Grauwertbestimmung berechnet. Dafiir wurde ein Verhéltnis gebildet aus dem mittleren ext-
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ravasalen Grauwert (Gexra) €iner manuell bestimmten Flache zu dem mittleren intravasalen

Grauwert (Ginra) €iner Flache. Somit ergibt sich die Leakage aus:

Leakage = Gextra/Gintra

Bestimmung der adhérenten Leukozyten [n/mm?]: Um die Anzahl der adharenten Leuko-
zyten zu bestimmen, wurde als erstes die beobachtete GefaB3flache ermittelt. Durch Bestim-
mung des mittleren GefaBdurchmessers (d in [mm], siehe Bestimmung des VBF) sowie der
Lange des GefaBes (h in [mm]) konnte unter Annahme einer idealen kreiszylindrischen Form
des GefaBes die GefaBflache (A in [mm?2]) berechnet werden aus:

A=mxdxh

Nach Berechnung der Flache wurden die Grenzen des GeféBabschnittes markiert und die
adharenten Leukozyten gezahlt. Dabei war ein Leukozyt adhdrent, wenn er in einer 20 Se-
kunden laufenden Videosequenz seine Position nicht veranderte. Die gez&hlten Leukozyten
wurden im Anschluss auf die berechnete Flache bezogen und in [n/mm?] angegeben.

Abb. 16: Reprasentative Darstellung der Messung von adhérenten Leukozyten im CAPIMAGE: [A]
Begrenzung des GeféBabschnittes, [B] Bestimmung adharenter Leukozyten nach Wechsel des Licht-
filters.

AbschlieBend sei erwahnt, dass die Bestimmung des VBF, der WSR, der Leakage und der
adharenten Leukozyten sowohl in den Arteriolen als auch den Venolen durchgefuhrt wurde.
Zu jedem gemessenen Zeitpunkt wurde flr die 6-8 analysierten Arteriolen bzw. 6-8 Venolen
jeweils ein Mittelwert fiir die einzelnen Parameter pro Versuchstier gebildet. Ahnlich erfolgte
die Mittelwertbildung fir jeden gemessenen Zeitpunkt eines Versuchstieres durch die jeweils
5 analysierten funktionellen kapillaren Dichten.
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Histologische Analysen

Die im Rickenhautkammer-Modell sowie zur histologischen Baseline-Bestimmung entnom-
menen Organe (siehe Kapitel Organasservierung und Versuchsende) wurden direkt nach der
Resektion in Histokassetten gelegt und fir 1-2 Tage in einer 4%igen Formalin-Lésung (For-
mafix 4% gepuffert, Grimm med. Logistik GmbH, Torgelow) aufbewahrt. AnschlieBend wurde
das Gewebe in Paraffin eingebettet. Die abgekihlten Paraffin-Blécke konnten nun in 5pum
dinne Scheiben geschnitten und mit Chloracetatesterase (CAE) geféarbt werden. Die CAE-
positiven Zellen (v.a. neutrophile Granulozyten) wurden in 40-facher VergréBerung (Plan N
40x/0.65) mithilfe eines Durchlichtmikroskops (Olympus BX51) untersucht. Dabei wurden fir
jeden Lungen- bzw. Lebergewebsschnitt eines Versuchstieres jeweils 25 Gesichtsfelder
ausgezahlt und der Mittelwert gebildet. Nach 8,5 Stunden GSR wurde in den CAE gefarbten
Leber-Gewebsschnitten zusatzlich die Anzahl der thrombosierten GeféBe bestimmt und ein
Verhaltnis gebildet zu der Gesamtzahl der Gefal3e im histologischen Praparat.

Neubauer Zahlkammer

Die im Air-Pouch Modell mithilfe der Spullésung gewonnenen Zell-Suspension wurde im An-
schluss fiir 10 Minuten bei 1300 U/min und 19°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
mithilfe einer Absaugvorrichtung entfernt und das Ubriggebliebene Pellet erneut resuspen-
diert unter Zuhilfenahme einer mit destilliertem Wasser 1:10 verdinnten Facs®-Lysing Solu-
tion (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Um die Erythrozyten zu lysieren, wurde die
Suspension fir 30 Minuten im Dunklen aufbewahrt und im Anschluss wieder fir 10 Minuten
bei 1300 U/min und 19°C zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand mithilfe der Absaugvor-
richtung entfernt und das Pellet mit 0,9%iger Natrium-Chlorid-Lésung resuspendiert. Nun
wurde die Neubauer Zahlkammer mit dieser praparierten Suspension beflllt und die 4 Zahl-
felder ausgezahlt. Durch Mittelwertbildung der 4 erhaltenen Werte und Multiplikation mit dem
entsprechenden Verdinnungsfaktor konnte die Anzahl der Leukozyten in der aspirierten Air-
Pouch Suspension pro ml angegeben werden.

2.4, Statistik

Sémtliche erhobene Daten wurden in einem Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel)
gesammelt und weiterverarbeitet. Die statistische Auswertung und Darstellung erfolgte unter
Anwendung von SigmaPlot® 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Aufgrund der
geringen GruppengréBen mit jeweils n<20 lag keine Normalverteilung vor, sodass samtliche
statistische Auswertungen durch nicht parametrische Testverfahren analysiert wurden. Um
einzelne Parameter zwischen den knock-out Gruppen und der Wildtyp-Gruppe zu verglei-
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chen, wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test mit einer Bonferroni-Korrektur durchgefihrt
und signifikante Unterschiede durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet. In den statistischen
Auswertungen der intravital-mikroskopisch erhobenen Daten wurden innerhalb der jeweiligen
Versuchsgruppen verschiedene Zeitpunkte durch eine Repeated measures ANOVA on ranks
mit einem sich anschlieBenden Student-Newman-Keuls-Test verglichen und die Signifikan-
zen durch eine Raute (#) markiert. Zwei Einzelwerte wurden - in Abhangigkeit von einer not-
wendigen Bonferroni-Korrektur - bei einem P-Wert <0,05 als signifikant unterschiedlich be-
wertet. Die grafische Darstellung der Daten erfolgte unter Angabe des Mittelwertes (MW) +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Methodik der statistischen Datengenerierung
erfolgte in Absprache mit dem Institut fir Biostatistik und Informatik in Medizin und Alterns-
forschung IBIMA (Prof. Dr.-Ing. Ginther Kundt). Die Durchfiihrung séamtlicher Experimente
erfolgte in verblindeter Form durch die Vergabe fortlaufender Nummerierungen, durchgeflhrt
durch Herrn PD Dr. rer. nat. Dietmar Zechner, mit anschlieBender Entblindung nach Daten-
erhebung.
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3. Ergebnisse

3.1. Eigenschaften der generalisierten Shwartzman Reaktion

Samtliche Analysen bezlglich der GSR-Charakterisierung erfolgten innerhalb der Wildtyp-
Versuchsgruppe (WT), indem die gemessenen Werte wahrend bzw. am Ende der GSR je-

weils zu den vor GSR-Induktion erhobenen Baseline-Ergebnissen verglichen wurden.

Mikrohamodynamik: Im Vergleich zu den Baseline-Werten konnte fir den volumetrischen
Blutfluss (VBF) sowie fir die Wandscherrate (WSR) in den WT-Versuchstieren ein signifikan-
ter Abfall der Parameter nach 1, 5 sowie 8 Stunden GSR in den Arteriolen und Venolen beo-
bachtet werden (siehe Abb. 17 und Tabelle 7).
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Abb. 17: Quantitative Analyse des volumetrischen Blutflusses [A] und der Wandscherrate [B] in Arte-
riolen und Venolen der Wildtyp-Gruppe, 24 Stunden vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden nach
Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) t Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Repeated measures ANOVA on ranks, post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline.

Volumetrischer Blutfluss [pl/s]
Arteriolen 2162 + 188 1532 + 143 *# 504 + 75 * 229 + 55 *#
Venolen 793 + 140 551 + 126 # 167 + 36 *# 133 +38 #
Wandscherrate [1/s]
Arteriolen 159 + 10 118 + 11 # 44 +7 # 24 +6 *
Venolen 112 + 18 72 +12 * 21 +4 *# 16 +4 *#

Tabelle 7: Tabellarische Ubersicht iiber die im CAPIMAGE zu unterschiedlichen Zeitpunkten erhobe-
nen Mittelwerte in der WT-Gruppe hinsichtlich des volumetrischen Blutflusses und der Wandscherrate
in Arteriolen und Venolen. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) * Standardfehler des Mittelwertes

(SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs.
Baseline.
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Ebenfalls konnte ein signifikanter Abfall der funktionellen kapillaren Dichte (FCD) Uber die 8
Stunden GSR hinweg beobachtet werden (sieche Abb. 18; 1h: 374+13cm/cm2 # 5h:
236+22cm/cmz #; 8h: 123+22cm/cm? # vs. Baseline: 433+15cm/cm2).

500
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MW + SEM

n w N
=3 S S
S S S
! ! L

[+

funktionelle kapillare Dichte [cm/cm?]
8

T T T T
Baseline 1h 5h 8h

Zeit nach Induktion der Shwartzman Reaktion

Abb. 18: Repréasentative, intravitalmikroskopische Bilder ([B] Baseline; [C] nach 8 Stunden GSR mit
Kennzeichnung (Pfeil) der stopped-flow Kapillaren) sowie quantitative Analyse [A] der funktionellen
kapillaren Dichte der WT-Gruppe, 24 Stunden vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden nach Induktion
einer GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeat-
ed measures ANOVA on ranks, post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline.

Inflammation: In den Analysen der intravitalmikroskopischen Videoaufnahmen wurden hin-
sichtlich der Inflammation signifikante Anstiege der leukozytaren Adharenz (ber die 8 Stun-
den GSR hinweg beobachtet (siche Abb. 19 A-C; Arteriolen, 1h: 308+56/mm?2 # 5h:
386+60/mm? #, 8h: 496+91/mm? # vs. Baseline: 66+13/mm?; Venolen, 1h: 1066+80/mm? #, 5h:
1056+73/mm? # 8h: 1043+90/mm? # vs. Baseline: 238+29/mm?). Fir die Leakage konnte
eine signifikante Zunahme lediglich bei Stunde 8 der GSR in den Arteriolen gesehen werden
(siehe Abb. 19 D-F: Arteriolen, 8h: 0,66+0,04 # vs. Baseline: 0,62+0,04). Diese Veranderung
ist pathophysiologisch jedoch irrelevant, da eine relevante Manifestation erhéhter GefaBper-
meabilitat erst ab Werten von >1 gegeben ist.
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Abb. 19: Reprasentative, intravitalmikroskopische Bilder ([B, E] Baseline; [C] nach 1 Stunde GSR; [F]
nach 5 Stunden GSR) sowie quantitative Analyse der leukozytdren Adharenz [A] sowie der Leakage
[D] in Arteriolen und Venolen der WT-Gruppe, 24 Stunden vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden
nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) = Standardfehler des Mittelwertes
(SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs.

Baseline.

In den Blutanalysen wurden nach 8,5 Stunden GSR eine deutliche Leukozytopenie (auf ca.
33%) sowie signifikant erhdhte Interleukin-10 (IL-10) Werte (um das 12-Fache) im Vergleich
zu den 10 Tage zuvor abgenommenen Parametern festgestellt (siehe Abb. 20; Leukozyten,
8,5h: 2+1*10% # vs. Baseline: 6+0*10%1; IL-10, 8,5h: 4620+197pg/ml # vs. Baseline:
381+56pg/ml).
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Abb. 20: Quantitative Analyse von systemischen Leukozyten [A] und Interleukin-10 [B] in der WT-
Gruppe, vor (Baseline) und 8,5 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert
(MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test, #p<0,05.

In der histologischen Begutachtung der Leber und der Lunge wurden nach einer GSR mehr
CAE-positive Zellen pro Gesichtsfeld (GF) gezahlt im Vergleich zu den entnommenen Orga-
nen der unbehandelten WT-Versuchstiere (siehe Abb. 21; Leber, 8,5h: 14+1/GF *# vs. Baseli-
ne: 1+0/GF; Lunge 8,5h: 39+4/GF # vs. Baseline: 11+4/GF).
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Abb. 21: Quantitative Analyse von CAE-positiven (CAE+) Zellen der Leber [A] sowie Lunge [B] in der
WT-Gruppe nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu unbehandelten WT-Versuchstieren (Baseline).
Angabe aller Daten als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum
Test, #p<0,05.

Koagulation: Die Anzahl der Thrombozyten nahm nach 8,5 Stunden GSR um ca. 61% im
Vergleich zu dem Baseline-Wert ab (siehe Abb. 22 A; 8,5h: 361+62*10%1 # vs. Baseline:
938+55*10%1). Erganzend sei auch die signifikante Abnahme der Erythrozyten auf 89% durch
die GSR erwahnt (siehe Abb. 22 B; 8,5h: 8+0*10'%/| # vs. Baseline: 9+0*10'?/1).
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Abb. 22: Quantitative Analyse von Thrombozyten [A] sowie Erythrozyten [B] in der WT-Gruppe, vor
(Baseline) sowie 8,5 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test, #p<0,05.

3.2. Eigenschaften der Protein Z-Defizienz (PZko) wahrend einer GSR

Um den PZko zu charakterisieren, wurden die einzelnen Parameter verglichen zu den ent-
sprechenden Werten der WT-Tiere. Weiterhin erfolgte auch innerhalb der PZko-Gruppe eine
Analyse der Verlaufswerte gegenlber den Baseline-Messungen.

Mikrohamodynamik: Hinsichtlich des VBF, der WSR sowie der FCD wies der PZko zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zu den Werten der WT-
Gruppe auf. Innerhalb der PZko-Gruppe war, dhnlich der WT-Gruppe, in allen 3 Parametern
ein signifikanter Abfall wahrend der GSR zu verzeichnen. Lediglich zur 1. Stunde der GSR
konnte keine signifikante Abnahme in dem VBF der Venolen sowie in der WSR der Arteriolen
und Venolen gemessen werden (siehe Abb. 23 und Tabelle 8).
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Abb. 23: Quantitative Analyse des volumetrischen Blutflusses [A, B] und der Wandscherrate [C, D] in
Arteriolen [A, C] und Venolen [B, D] sowie der funktionellen kapillaren Dichte [E] der WT- und PZko-

Gruppe, 24 Stunden vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller
Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on
ranks, post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline.
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Volumetrischer Blutfluss [pl/s]
Arteriolen 1653 + 127 1496 + 188 *# 907 + 154 *# 610 + 138 #
Venolen 569 + 115 441 + 126 200 + 50 * 125 +33 *#
Wandscherrate [1/s]
Arteriolen 143 + 11 124 + 11 80 +12 *# 61 +13 *#
Venolen 87 + 13 66 + 12 24 +4 * 15 + #
funktionelle kapilldre Dichte [cm/cm?]
| 386 t 14 332 £ 15 250 + 28 # 191 £+ 25 #

Tabelle 8: Tabellarische Ubersicht Giber die im CAPIMAGE zu unterschiedlichen Zeitpunkten erhobe-
nen Mittelwerte in der PZko-Gruppe hinsichtlich des volumetrischen Blutflusses und der Wandscherra-
te in Arteriolen und Venolen sowie der funktionellen kapilldren Dichte. Angabe aller Daten als Mittel-
wert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-hoc:

Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline.

Inflammation: Die nach 4 Stunden GSR erfolgte Aspiration des Air-Pouch-Exsudates ergab

eine 2-fach héhere Anzahl von Leukozyten im PZko vs. der WT-Versuchstiere (siehe Abb. 24
A; Leukozyten im Air-Pouch, 4h: 8£1*1078/l * vs. WT 4h: 4+1*1078/l). In Konkordanz zu die-
ser aggravierten Extravasation in den PZ-defizienten Tieren konnte nach 4,5 Stunden GSR

im Air-Pouch Modell eine signifikant um 56% verminderte systemische Leukozyten-Anzahl
im PZko vs. der WT-Gruppe bestimmt werden (siehe Abb. 24 B und Tabelle 9).
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Abb. 24: Quantitative Analyse von Leukozyten im Air-Pouch [A] nach 4 Stunden GSR sowie der Leu-
kozyten im Blutbild [B] nach 4,5 Stunden GSR in der WT- und PZko-Gruppe. Angabe aller Daten als
Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test, *p<0,05 vs.

WT.
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WT 3,6 +0,5 1,3 £0,3 2,4 +0,3
PZko 1,6 +0,1 * 04 +01 * 1,2 +0,1 *

Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht (iber die Anzahl der gemessenen Leukozyten (Leuk), Neutrophilen
und Monozyten (Neut + Mono) sowie der Lymphozyten (Lym) im Blut nach 4,5 Stunden GSR im Air-
Pouch Modell. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Mann-Whitney Rank Sum Test, *p<0,05 vs. WT.

Ahnlich der WT-Versuchstiere zeigte sich in der PZko-Gruppe nach 8,5 Stunden GSR ein
signifikanter Abfall der systemischen Leukozyten auf 25% des Baseline-Wertes sowie ein
Anstieg der IL-10 Werte um das 38-Fache. Ein Vergleich dieser Parameter zwischen beiden
Gruppen ergab signifikant erhéhte IL-10 Werte um das 2-Fache bei den PZko-
Versuchstieren (siehe Abb. 25; systemische Leukozyten, 8,5h: 2+0*10%l # vs. Baseline:
8+1*10%I1; IL-10, 8,5h: 9753+248pg/ml # * vs. Baseline: 258+82pg/ml und vs. WT 8,5h:
4620+197pg/ml).
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Abb. 25: Quantitative Analyse von systemischen Leukozyten [A] sowie Interleukin-10 [B] in der WT-
und PZko-Gruppe, vor (Baseline) sowie 8,5 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten
als Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bon-
ferroni-Korrektur, #p<0,0125 vs. Baseline; *p<0,0125 vs. WT.

Bei anndhernd gleichen Baseline-Werten ergab die Ausz&ahlung der leukozytéaren Adharenz
fir den PZko im Vergleich zu der WT-Gruppe eine signifikante Verminderung Uber die 8
Stunden GSR hinweg, sowohl in den Arteriolen wie auch den Venolen. Eine Ausnahme bil-
deten die Arteriolen des PZko zur 5. Stunde GSR mit einem P-Wert von 0,018. Verglichen zu
den Baseline-Werten der PZko-Gruppe zeigte sich im Verlauf der GSR nur bei den Venolen
ein signifikanter Anstieg der adharenten Leukozyten (siehe Abb. 26 und Tabelle 10). Fir die
Leakage konnte weder ein Unterschied zu den WT-Versuchstieren noch ein signifikanter
Anstieg oder Abfall im GSR-Verlauf der PZko-Gruppe gemessen werden (Ergebnisse nicht
dargestellt).
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Abb. 26: Repréasentative, intravitalmikroskopische Bilder ([C] WT; [D] PZko) und quantitative Analyse
der leukozytéaren Adharenz in Arteriolen [A] sowie Venolen [B] der WT- und PZko-Gruppe, 24 Stunden
vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert
(MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-hoc: Stu-
dent-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline. Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-
Korrektur, *p<0,0125 vs. WT, t fir Trend mit p<0,02.

leukozytidre Adharenz [n/mm?]
Arteriolen 66 + 13 308 +56 *# 386 + 60 496 + 91 #
Venolen 238 + 29 1066 + 80 # 1056 + 73 # 1043 +90 *#
leukozytidre Adharenz [n/mm?]
Arteriolen 29 + 11 101 £ 42 * 119 £ 51 t 145 + 62 *
Venolen 173 + 48 725 +59  #* 691 £+ 38 #* 688 +49 #*

Tabelle 10: Tabellarische Ubersicht iiber die im CAPIMAGE zu unterschiedlichen Zeitpunkten erho-
benen Mittelwerte in der PZko-Gruppe hinsichtlich der leukozytédren Adharenz in Arteriolen und Veno-
len. Zum Vergleich wurden die Werte der WT-Gruppe gegeniibergestellt. Angabe aller Daten als Mit-
telwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-
hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline. Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferro-
ni-Korrektur, *p<0,0125 vs. WT, t fir Trend mit p<0,02
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Die erhdhte leukozytére Extravasation im Air-Pouch-Modell konnte auch nach 8,5 Stunden

GSR im Rickenhautkammer-Modell durch die Auszéhlung CAE-positiver Zellen in der Lunge

und Leber bestatigt werden. Im PZko wurden dementsprechend in der Leber ca. 36% und in

der Lunge ca. 44% mehr CAE-positive Zellen, bezogen auf die entsprechenden Gewebe der
WT-Tiere, ausgezahlt (siehe Abb. 27; Leber, 8,5h: 19£1/GF * vs. WT 8,5h: 14+1/GF; Lunge,
8,5h: 56+2/GF * vs. WT 8,5h: 39+4/GF). Beim Vergleich der 8,5 Stunden Daten mit den Ba-
seline-Ergebnissen der unbehandelten PZko-Versuchstiere konnte wie bei der WT Gruppe

ein Anstieg der CAE-positiven Zellen in beiden Auszahlungen beobachtet werden (siehe Abb.
27; Leber, 8,5h: 19+1/GF ! vs. Baseline: 2+0/GF; Lunge, 8,5h: 56+2/GF ' vs. Baseline: 15+3).
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Abb. 27: Quantitative Analyse von CAE-positiven (CAE+) Zellen in Leber [A] sowie Lunge [B] der WT-
und PZko-Gruppe nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Versuchstie-
ren (Baseline). Reprasentative, histologische Bilder nach 8,5 Stunden GSR ([C, D] Leber; [E, F] Lunge)
in 40-Facher VergroBerung. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur, #p<0,0125 vs. Baseline, t fiir Trend

mit p<0,02; *p<0,0125 vs. WT.

Koagulation: In der PZko-Gruppe zeigte sich ein signifikanter Verbrauch von Thrombozyten
nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu den Baseline-Werten (8,5h: 461+82*1079/ # vs. Ba-
seline: 870+£77*1079/1). Zwischen der PZko- und der WT-Gruppe wurden zu keinem Zeit-
punkt Unterschiede hinsichtlich der Thrombozyten- oder Erythrozyten-Anzahl festgestellt.

Auch die Auszahlung der GefaBthromben in den Leberschnitten nach 8,5h GSR ergab keine

Signifikanzen (siehe Abb. 28).
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Abb. 28: Quantitative Analyse von Thrombozyten [A] sowie Erythrozyten [B] in der WT- und PZko-
Gruppe, vor (Baseline) sowie 8,5 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittel-
wert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-
Korrektur, #p<0,0125 vs. Baseline. Quantitative Analyse [C] und reprasentative, histologische Abbil-
dungen [D] der GefaBthromben in den Leberschnitten der WT- und der PZko-Gruppe nach 8,5 Stun-
den GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney
Rank Sum Test. Anzahl der GeféB3-Thromben (T), Anzahl der nicht GefaB3-Thromben (NT).

3.3. Eigenschaften der Protein Z abhdngigen Protease Inhibitor-Defizienz (ZPlko) wah-
rend einer GSR

Die Charakterisierung des ZPlko erfolgte, wie die des PZko, durch einen Vergleich der erho-
benen Parameter zu denen der WT-Versuchstiere. Ebenfalls wurden zuséatzlich alle Werte
innerhalb der ZPIko-Gruppe gegenlber den Baseline-Messungen verglichen, um den Verlauf
beurteilen zu kénnen.

Mikrohamodynamik: In der Verlaufsbeurteilung des ZPlko ergab sich in fast allen gemes-
senen Werten des VBF, der WSR sowie der FCD ein signifikanter Abfall Gber die 8 Stunden
GSR hinweg. Lediglich zur 1. Stunde konnten keine signifikanten Unterschiede in dem VBF
der Arteriolen sowie in der FCD gemessen werden (siehe Abb. 29 und Tabelle 11). Ein Ver-
gleich dieser hdmodynamischen Parameter des ZPlko mit den entsprechenden Werten der
WT-Versuchstiere ergab keine Unterschiede.

Seite | 58



2500 2500
—8— WT Arteriolen —8— WT Venolen
—O— ZPlko Arteriolen —O— ZPlko Venolen
MW + SEM MW + SEM
@ 2000 % 2000 4
i i
(23 (23
(23 (23
= =
£t 1500 - £t 1500 -
= =
m m
3 3
S S
2 1000 A 2 1000 A
5 g ’
5 5 £
o o
> 500 4 > 500
#
i i
0 T T T T 0 T T T ¥
Baseline 1h 5h 8h Baseline 1h 5h 8h
Zeit nach Induktion der Shwartzman Reaktion Zeit nach Induktion der Shwartzman Reaktion
C 200 D 200
—&— WT Arteriolen —e— WT Venolen
—O— ZPlko Arteriolen —O— ZPlko Venolen
MW + SEM MW + SEM
150 4 150 o
T i T
T T
g IS
@ 100 - @ 100 A 4
e ' 8
1%2] # 1%2] #
° °
= =4
& &
= =
50 1 50 1
i #
#
# #
0 T T T T 0 T T T T
Baseline 1h 5h 8h Baseline 1h 5h 8h
Zeit nach Induktion der Shwartzman Reaktion Zeit nach Induktion der Shwartzman Reaktion
E 500
—o— WT
= —O— ZPlko
£ 4 MW + SEM
S 400
£
S,
b
S
a 300 #
9] #
E
g
S 200
o #
> #
c
8
X 100+
[=
2
0 T T T T
Baseline 1h 5h 8h

Zeit nach Induktion der Shwartzman Reaktion

Abb. 29: Quantitative Analyse des volumetrischen Blutflusses [A, B] und der Wandscherrate [C, D] in
Arteriolen [A, C] und Venolen [B, D] sowie der funktionellen kapilldren Dichte [E] der WT- und ZPlko-
Gruppe, 24 Stunden vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller
Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on
ranks, post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline.
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Volumetrischer Blutfluss [pl/s]
Arteriolen 1715 + 222 1080 + 325 543 + 180 *# 207 £+ 49 *#
Venolen 658 + 178 312 + 94 # 80 +27 *# 38 +14 #
Wandscherrate [1/s]
Arteriolen 164 + 11 97 +23 *# 61 +17 # 26 +5 #
Venolen 92 +12 47 + 11 *# 12+4 # 62 *#
funktionelle kapilldre Dichte [cm/cm?]
| 395 + 19 373 + 26 197 £+19 *# 107 + 24 *#

Tabelle 11: Tabellarische Ubersicht iiber die im CAPIMAGE zu unterschiedlichen Zeitpunkten erho-
benen Mittelwerte in der ZPIko-Gruppe hinsichtlich des volumetrischen Blutflusses und der Wand-
scherrate in Arteriolen und Venolen sowie der funktionellen kapilldren Dichte. Angabe aller Daten als
Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on ranks,
post-hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline.

Inflammation: Im Leukozyten-Exsudat des Air-Pouch-Modells sowie in der Analyse der sys-
temischen Leukozyten nach 4,5h GSR konnten keine Unterschiede zwischen den ZPlko-
und WT-Versuchstieren gefunden werden (siehe Abb. 30).

. . WT
Air-Pouch = ko Blut o Jhko
10 MW + SEM 5 4 MW + SEM

Leukozyten [(n*1078)/]]
(2]
—
Leukozyten [(n*1079)/]]
w

4h nach Induktion der GSR 4,5h nach Induktion der GSR

Abb. 30: Quantitative Analyse von Leukozyten im Air-Pouch [A] nach 4 Stunden GSR sowie der Leu-
kozyten im Blutbild [B] nach 4,5 Stunden GSR in der WT- und ZPlko-Gruppe. Angabe aller Daten als
Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

WT 3,6 +0,5 1,3 +0,3 2,4 +0,3
ZPlko 4,0 +0,7 1,4 +0,2 2,6 +0,5

Tabelle 12: Tabellarische Ubersicht Giber die Anzahl der gemessenen Leukozyten (Leuk), Neutrophi-
len und Monozyten (Neut + Mono) sowie der Lymphozyten (Lym) im Blut nach 4,5 Stunden GSR im
Air-Pouch Modell. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

In der Blutanalyse nach 8,5 Stunden GSR konnte fur den ZPlko ein Abfall der systemischen
Leukozyten auf 25% sowie mit einem P-Wert von 0,029 ein - aufgrund der Bonferroni-
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Korrektur - nicht signifikanter Anstieg in den IL-10 Werten um das 19-Fache beobachtet wer-
den (siehe Abb. 31; Leukozyten, 8,5h: 2+0*10"9/l # vs. Baseline: 8+1*10"9/I; IL-10, 8,5h:
5688+1071pg/ml vs. Baseline: 295+188pg/ml). Weiterhin konnten fir diese Parameter zwi-
schen der ZPlko- und WT-Gruppe keine Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 31: Quantitative Analyse von systemischen Leukozyten [A] sowie Interleukin-10 [B] in der WT
und ZPIko-Gruppe, vor (Baseline) sowie 8,5 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten
als Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bon-
ferroni-Korrektur, #p<0,0125 vs. Baseline; *p<0,0125 vs. WT.

Im Gegensatz zu dem PZko zeigte sich in dem ZPIlko keine generalisierte verminderte leu-
kozytare Adhérenz im Vergleich zu den WT-Tieren. Nur in den Venolen zur 5. und 8. Stunde
der GSR konnte ein Unterschied festgestellt werden. Im GSR-Verlauf der ZPlko-Gruppe
konnten bereits ab der 1.Stunde sowohl in den Arteriolen als auch in den Venolen eine signi-
fikant héhere Leukozyten-Adhdarenz gemessen werden, verglichen zu den Baseline-Werten
(siehe Abb. 32 und Tabelle 13). Hinsichtlich der Leakage zeigten sich weder im Verlauf noch
im Vergleich zu den WT-Versuchstieren Unterschiede (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 32: Reprasentative, intravitalmikroskopische Bilder ([C] WT; [D] ZPlko) und quantitative Analyse
der leukozytaren Adhéarenz in Arteriolen [A] sowie Venolen [B] der WT- und ZPIko-Gruppe, 24 Stun-
den vor (Baseline) sowie 1, 5 und 8 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mit-
telwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-
hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline. Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferro-
ni-Korrektur, *p<0,0125 vs. WT, t fiir Trend mit p<0,02.

leukozytidre Adharenz [n/mm?]
Arteriolen 66 + 13 308 £+56 # 386 +60 # 496 + 91 #

Venolen 238 + 29 1066 + 80 * 1056 + 73 *# 1043 + 90

leukozytdre Adharenz [n/mm?]
Arteriolen 54 + 24 185 +47 # 189 +36 * 298 + 77 *#
Venolen 271 + 47 899 + 112 +# 722 + 87  #= 674 + 62 #t

Tabelle 13: Tabellarische Ubersicht iiber die im CAPIMAGE zu unterschiedlichen Zeitpunkten erho-
benen Mittelwerte in der ZPlko-Gruppe hinsichtlich der leukozytaren Adhéarenz in Arteriolen und Veno-
len. Zum Vergleich wurden die Werte der WT-Gruppe gegeniibergestellt. Angabe aller Daten als Mit-
telwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Repeated measures ANOVA on ranks, post-
hoc: Student-Newman-Keuls-Test, #p<0,05 vs. Baseline. Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferro-
ni-Korrektur, *p<0,0125 vs. WT, t fir Trend mit p<0,02.

Passend zu den Air-Pouch-Ergebnissen konnte auch im Rickenhautkammer-Modell keine
erhdhte oder verminderte Extravasation von Leukozyten in der Leber und Lunge nach 8,5h
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GSR vs. der WT-Versuchstiere beobachtet werden (siehe Abb. 33). Innerhalb der ZPIko-
Gruppe konnte ein Anstieg der CAE-positiven Zellen in der Leber (P=0,024) und Lunge
(P=0,024) im Vergleich zu den Baseline-Versuchstieren analysiert werden. Aufgrund der
Bonferroni-Korrektur sind diese Veréanderungen jedoch nicht signifikant (#p<0,0125).
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Abb. 33: Quantitative Analyse von CAE-positiven (CAE+) Zellen in Leber [A] sowie Lunge [B] der WT-
und ZPlko-Gruppe nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Versuchstie-
ren (Baseline). Reprasentative, histologische Bilder nach 8,5 Stunden GSR ([C, D] Leber; [E, F] Lunge)
in 40-Facher VergroBerung. Angabe aller Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur, #p<0,0125 vs. Baseline, t flr Trend
mit p<0,02.
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Koagulation: Im Verlauf der GSR konnte innerhalb der ZPlko-Gruppe eine signifikante Ab-
nahme der Thrombozyten-Anzahl nach 8,5 Stunden gemessen werden (siehe Abb. 34 A;
8,5h: 473571079/ * vs. Baseline: 911+82*10"9/1). Verglichen zu den Werten der WT-
Versuchstiere wurden fur die Thrombozyten- und Erythrozyten-Messungen zu keinem Zeit-
punkt Unterschiede beobachtet (siehe Abb. 34 A-B). Mit einem P-Wert von 0,065 war die
Erythrozytopenie des ZPlko nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu den Baseline-Werten
nicht signifikant (siehe Abb. 34 B). In den histologischen Leberschnitten des ZPIko konnten
jedoch rund 8% mehr GefaBthromben ausgezéhlt werden als in den WT-Versuchstieren
(siehe Abb. 34 C-D; 8,5h: 0,41+0,03 * vs. WT 8,5: 0,38+0,03).
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Abb. 34: Quantitative Analyse von Thrombozyten [A] sowie Erythrozyten [B] in der WT- und ZPIko-
Gruppe, vor (Baseline) sowie 8,5 Stunden nach Induktion einer GSR. Angabe aller Daten als Mittel-
wert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-
Korrektur, #p<0,0125 vs. Baseline. Quantitative Analyse [C] und reprasentative, histologische Abbil-
dungen [D] der GefaBthromben in den Leberschnitten der WT- und der ZPIko-Gruppe nach 8,5 Stun-
den GSR. Angabe aller Daten als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mann-Whitney
Rank Sum Test, *p<0,05 vs. WT. Anzahl der GeféaB-Thromben (T), Anzahl der nicht Gefa3-Thromben
(NT).
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3.4. Zusammenfassung

Die Charakterisierung der GSR ergab eine signifikante Verschlechterung hamodynamischer
Parameter (VBF, WSR, FCD) Uber die 8 Stunden hinweg. Hinsichtlich der Inflammation wur-
den eine Erhéhung der leukozytaren Adhérenz im GSR-Verlauf, sowie eine Leukozytopenie,
erhéhte IL-10-Werte und ein Anstieg CAE-positiver Zellen in Leber und Lunge nach 8,5
Stunden GSR beobachtet. Weiterhin ergaben die Blutuntersuchungen eine durch die GSR
bedingte Thrombozyto- und Erythrozytopenie.

Im Vergleich zu den WT-Versuchstieren wurden keine mikrohdmodynamischen Unterschiede
im PZko festgestellt. Es konnten jedoch eine verstarkte Leukozyten-Extravasation in den Air-
Pouch nach 4 Stunden bzw. in die Leber und Lunge nach 8,5 Stunden GSR mit einer resul-
tierenden aggravierten Leukozytopenie nach 4,5 Stunden sowie einer reduzierten leukozyta-
ren Adhérenz im GSR-Verlauf analysiert werden. Des Weiteren ergaben sich erhéhte IL-10-
Werte nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu den WT-Tieren. Hinsichtlich der Gefa3throm-
ben, Thrombozyten- und Erythrozytenanzahl gab es keine Unterschiede zu der WT-Gruppe.
Auch der ZPIko zeigte keine Veranderungen in der Mikrohdmodynamik, verglichen zu den
WT-Tieren. Ebenfalls konnten kaum Unterschiede in den gemessenen inflammatorischen
Parametern festgestellt werden. Es stellte sich eine signifikant erhdhte Anzahl thrombosierter
Leber-GefaBe nach 8,5 Stunden GSR im Vergleich zu der WT-Gruppe dar.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion von Material und Methoden

In der vorliegenden Studie erfolgte die Charakterisierung einer PZ- und ZPI-Defizienz der
Maus wéhrend einer generalisierten Shwartzman Reaktion als Modell einer Sepsis. Fir
die Untersuchung mikrohamodynamischer Parameter sowie der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen wurde die Intravitalmikroskopie an der dorsalen Riickenhautkammer an-
gewandt. Erganzend erfolgte die quantitative Analyse der Leukozyten-Extravasation in einen
Air-Pouch sowie in das Lungen- und Leber-Gewebe. Darliber hinaus erfolgten laborchemi-
sche Untersuchungen hinsichtlich der Thrombozyten-, Leukozyten- und Erythrozyten-Anzahl
sowie die Bestimmung des Interleukins-10.

4.1.1. Modelle der Sepsis

Entgegen der zunehmenden pathophysiologischen Erkenntnisse sowie neueren, internatio-
nalen Therapiestrategien {Levy et al. 2018} stellt die Sepsis bis heute weiterhin ein schwer-
wiegendes Krankheitsbild mit hoher Letalitat dar {Bracht et al. 2019}. In der Grundlagenfor-
schung zur Pathophysiologie der Sepsis sowie der Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten
spielt das Maus-Modell bis heute eine wichtige praklinische Rolle {Stortz et al. 2017, Rittirsch
et al. 2007, Menger et al. 1999}.

Zum heutigen Zeitpunkt existieren mehrere etablierte Sepsis-Modelle der Maus mit jeweili-
gen Vor- und Nachteilen {Stortz et al. 2017}. Gemein ist allen Modellen, dass nur eine einge-
schréankte Anwendung der Ergebnisse auf das humane, septische Krankheitsbild mdéglich ist
{Rittirsch et al. 2007}. Dieser Umstand resultiert u.a. aus der Komplexitat der pathophysiolo-
gischen Vorgange einer Sepsis, den unterschiedlichen Bedingungen sowie aus den allge-
meinen Unterschieden der Spezies. So werden fir die Experimente z.B. Uberwiegend ,jun-
ge“, mannliche Mause ohne ,Begleiterkrankungen® genutzt und in oft keimarmen Umgebun-
gen gehalten, um standardisierte Bedingungen zu schaffen {Rittirsch et al. 2007}. Dartber
hinaus stellen sich Unterschiede z.B. in dem Aufbau des Toll-like receptor sowie in dem Ver-
lauf des inflammatorischen Zytokin-Profils zwischen Maus und Mensch dar {Rittirsch et al.
2017}. So konnte der Einsatz eines, im Tiermodell erfolgreich erprobten Antikdrpers gegen
den Tumornekrosefaktor-a in der klinischen Erprobung keinen Uberlebensvorteil zeigen {Fi-
scher et al. 1996}. DemgegenuUber fuhrte die klinische Anwendung von rekombinanten, akti-
vierten Protein C (rhAPC) bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischen Schock zu einer
verbesserten Mikrozirkulation {Donati et al. 2013}, obgleich eine mégliche positive Beeinflus-
sung der Patienten-Mortalitat kontrovers diskutiert wird {Kumar 2019, Ranieri et al. 2012,

Bernard et al. 2001}. Trotz der Limitationen sind die Tiermodelle und Versuche unabdingbar
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fir ein besseres Verstandnis molekularer und genetischer Mechanismen wahrend einer
Sepsis {Stortz et al. 2017, Rittirsch et al. 2007}.

Zu den etablierten Maus-Modellen einer Sepsis z&hlen die intravendse Applikation von En-
dotoxinen (z.B. LPS) oder pathogenen Organismen, die Kolon-Ascendens-Stent-Peritonitis
(CASP fur Colon ascendens stent peritonitis) oder die Ligatur und Punktion des Zékums
(CLP fir cecal ligation and puncture) {Stortz et al. 2017, Rittirsch et al. 2007}. Sowohl dem
CLP- als auch dem CASP-Modell liegt eine operative Unterbrechung der Darm-Bauchraum-
Barriere zugrunde, sodass sich Darminhalt mit begleitenden Mikroorganismen (Bakterien) in
die Bauchhdéhle entleert und eine polymikrobielle Peritonitis entwickelt {Stortz et al. 2017}.
Obwohl diese Modelle den spontanen Verlauf einer Sepsis sehr &hneln, ergeben sich jedoch
die Nachteile in der erschwerten Standardisierung und damit bedingten Auspragung des
septischen Krankheitsbildes. So wird beispielsweise die Schwere der Sepsis sowie die Mor-
talitat durch die NadelgréBe der Punktion sowie durch die Strecke der Zékumligatur beein-
flusst {Stortz et al. 2017}. Dem gegenilber besteht der Vorteil der intravenésen Applikation
eines Endotoxins in der technischen Einfachheit und einer guten Reproduzierbarkeit. Im
Vergleich zu den CLP- und CASP-Modell erscheint das inflammatorische Zytokin-Profil bei
Endotoxin-Exposition von einem schnelleren und starkeren Anstieg gekennzeichnet {Storzt
et al. 2017}.

4.1.2. Generalisierte Shwartzman Reaktion

Aufgrund der besseren Standardisierungs- und Reproduktions-Mdéglichkeiten wurde fiir die
Induktion einer Immunreaktion das Endotoxin-Modell mittels LPS verwendet. Hierbei erfolgt
die Gabe einer intravendsen, gewichtsadaptierten und letalen Dosis LPS. Hierdurch wird
eine inflammatorische Reaktion induziert, mit einhergehendem Anstieg proinflammatorischer
Zytokine (z.B. TNF-a, Interleukin-1 und Interleukin 6) sowie einer Leukozytopenie {Remick et
al. 2000}. 24 Stunden vor der intravenésen Verabreichung erfolgt die subkutane LPS-Gabe
in geringerer Dosierung zur Induktion einer GSR. Diese ist, im Vergleich zu der einmaligen
LPS-Gabe, gekennzeichnet durch das Bild einer disseminierten, intravasalen Koagulopathie
(DIC) mit einhergehender mikrovaskularer Thrombenbildung, dem Auftreten eines Multior-
ganversagens und einer erhdéhten Letalitat {Solfstra et al. 2006}. Hinsichtlich des Zytokin-
Profils ergeben sich keine Unterschiede zwischen der einmaligen Applikation von LPS und
der GSR {Solfstra et al. 2006}.

Zusammengefasst beinhaltet die GSR das Auftreten einer Thrombozyto- und Leukozytope-
nie, einen Anstieg proinflammatorischer Zytokine, die Bildung mikrovaskularer Thromben,
eine Verschlechterung der Mikrozirkulation sowie das Auftreten eines Multiorganversagens

Seite | 67



{Butschkau et al. 2013, Solfstra et al. 2006, Remick et al. 2000}. Mit diesen Eigenschaften
stellt die GSR ein einfaches, reproduzierbares und etabliertes Sepsis-Modell der Maus dar.

4.1.3. Intravitalmikroskopie und Riuckenhautkammermodell

Zur Evaluation der Mikrohdmodynamik und quantitativen Darstellung der Leukozyten-
Endothelzellen-Interaktion wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in Epi-llluminations-
Technik an einem dorsalen Rickenhautkammermodell der Maus angewandt.

Die Anwendung der Epi-llluminations- (oder Auflicht-) Technik in der in vivo Fluoreszenzmik-
roskopie stellt ein anerkanntes Verfahren der Intravitalmikroskopie dar {Schreiter et al. 2017,
Secklehner et al. 2017, Laschke et al. 2011}. Durch die intravenése Verabreichung von
FITC-Dextran kénnen selektiv das Blutplasma zur Kontrastierung der mikrovaskuléren Gefa-
Be angefarbt und somit Hamodynamik-, Gefa3- und Extravasationsparameter erhoben wer-
den {Schreiter et al. 2017, Laschke et al. 2011}. Dartiber hinaus kénnen durch die Hinzugabe
von Rhodamin die Leukozyten und Thrombozyten angeféarbt und somit Aussagen Uber die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion getroffen werden {Schreiter et al. 2017, Laschke et al.
2011}. Neben der Epi-llluminations-Technik findet auch die Trans-lllumination in der Intravi-
talmikroskopie eine Anwendung. Diese hat jedoch den Nachteil, dass die zu untersuchende
Region von der Gewebe-Dicke abhangig ist und somit erheblich limitiert sein kann.
Hinsichtlich der Anwendung der Intravitalmikroskopie kénnen akute und chronische Modelle
unterschieden werden {Vajkoczy et al. 2000}. Bei den akuten Modellen werden mikrovasku-
lare Strukturen z.B. im Bereich des Musculus cremaster, der Leber oder der Milz zur Darstel-
lung gebracht {Secklehner et al. 2017, Vajkoczy et al. 2000}. Ein groBer Nachteil dieser Ver-
fahren sind die GréBe des chirurgischen Eingriffes und die damit verbundene Limitation hin-
sichtlich fortlaufender Untersuchungen an demselben Tier {Secklehner et al. 2017}.

Zu den chronischen Modellen der Intravitalmikroskopie zahlt die Préparation einer dorsalen
Rickenhautkammer {Laschke et al. 2011, Vajkoczy et al. 2000}. Seit der erstmaligen Be-
schreibung 1943 durch Algire et al. wurde dieses Modell tber die Jahrzehnte weiter modifi-
ziert und entwickelte sich zunehmend zu einem etablierten Verfahren in der intravitalen Un-
tersuchung mehrerer Forschungs-Schwerpunkte wie z.B. der Mikrozirkulation, der Vaskulari-
sation von autologen oder allogenen Gewebe, der Wundheilung, der Thrombose, der Kom-
patibilitdt von Biomaterialien oder der Tumorgenese {Schreiter et al. 2017, Laschke et al.
2011}. Der Vorteil besteht in der Méglichkeit einer repetitiven, nicht invasiven Durchfiihrung
der Intravitalmikroskopie an demselben Versuchstier Uber bis zu 3 Wochen hinweg {Schrei-
ter et al. 2017, Laschke et al. 2011}. Dadurch wird die Datenerhebung maximiert und gleich-
zeitig die Anzahl notwendiger Versuchstiere minimiert {Laschke et al. 2011}. Zudem erfolgt
die Préparation ca. 2 bis 3 Tage vor den Experimenten, sodass das Ausmalf der chirurgi-
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schen Praparation auf den Verlauf des Experimentes geringgehalten wird {Laschke et al.
2011}

Somit stellt die Intravitalmikroskopie der dorsalen Rickenhautkammer ein geeignetes und
ressourcensparendes Verfahren dar, um repetitive Untersuchungen an einem Sepsis-Modell

zu ermdglichen.

4.1.4. Air-Pouch Modell

Nach initialer Detektion eingedrungener Erreger durch das angeborene Immunsystem erfolgt
die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine sowie die Aktivierung des Komplementsys-
tems. In deren Folge bewirkt u.a. das TNF-a, das Interleukin-8, das C5a sowie weitere Che-
mokine eine gesteigerte transendotheliale Migration von Leukozyten zum Ort des Infekt-
Geschehens {Schramm et al. 2000}. Somit kommt der Rekrutierung von Leukozyten in den
extravasalen Raum eine entscheidende Bedeutung in der Pathophysiologie der Sepsis zu.
Um das Ausmal dieser Leukozyten-Extravasation wahrend der GSR zu erfassen, erfolgte zu
einem die Auszahlung CAE positiver Zellen in das Lungen- und Leber-Gewebe sowie die
quantitative Analyse von Leukozyten in einem Air-Pouch Modell.

Bei einem Air-Pouch handelt es sich um ein in vivo Modell zur Untersuchung akuter oder
chronischer Entzindungsreaktionen {Duarte et al. 2016}. Hierbei wird, im Bereich des RuU-
ckens einer Maus oder Ratte, durch die repetitive, subkutane Injektion von steriler Luft ein
Hohlraum geschaffen {Duarte et al. 2016, Schramm et al. 2000}. Nach ca. 6 Tagen entsteht
eine, den Hohlraum auskleidende Zellschicht aus Makrophagen- und Fibroblasten-artigen
Zellen, &hnlich einer synovialen Membran {Edwards et al. 1981}. AnschlieBend kdnnen loka-
le Entziindungsreaktionen durch die Injektion von z.B. Carrageenan, Mykobacterien, LPS,
Lipiden, Zymosan oder TNF-a ausgel6st und im zeitlichen Intervall der Inhalt des Air-
Pouches wieder aspiriert und hinsichtlich diverser Parameter untersucht werden (z.B. Zyto-
kin-Konzentrationen, Anzahl der Leukozyten) {Duarte et al. 2016}.

Far die transendotheliale Rekrutierung von Leukozyten ist TNF-a ein wichtiger Bestandteil
{Smart et al. 1994}. Die Wirkung von TNF-a erfolgt indirekt durch die Induktion und Sekretion
weiterer Chemokine {Schramm et al. 2000}. In der Arbeitsgruppe um Schramm et al. konnte
in einem Air-Pouch Modell der Maus eine Zeit- und Dosis-abhangige Rekrutierung von tber-
wiegend neutrophilen Granulozyten nach Injektion von TNF-a dargestellt werden. Die gréBte
Anzahl von Leukozyten im Air-Pouch konnte 4 Stunden nach Injektion von 0,1ug TNF-a ge-
messen werden {Schramm et al. 2000}.

In der hier vorliegenden Studie wurde das Air-Pouch Modell wahrend einer generalisierten
Entziindungsreaktion (GSR) angewandt, um quantitative Unterschiede in den untersuchten
Gruppen (WT, PZko, ZPIko) hinsichtlich der extravasalen Leukozyten-Rekrutierung als einen
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inflammatorischen Parameter zu erfassen. Um eine mdglichst maximale Leukozyten-
Migration in den Air-Pouch zu erhalten, wurden die Erkenntnisse um die Arbeitsgruppe von
Schramm et al. hinsichtlich der Zeit- und Dosis-abhangigen Rekrutierung einbezogen
{Schramm et al. 2000}. Kritisch zu diskutieren ist hierbei die Beeinflussung des Extravasati-
ons-Verhaltens durch die GSR selbst. Diesbeziiglich gibt es in der Literatur keine Ver-
gleichswerte. Aufgrund einer generalisierten Immunreaktion ist jedoch von einer beschleu-
nigten Migration auszugehen, sodass der Peak der Leukozyten-Extravasation ggf. friher zu
erwarten ist. In den Untersuchungen von Schramm et al. ergab sich zwischen der 4. und 8.
Stunde ein im Verhéltnis gesehen geringer Abfall der Neutrophilen-Anzahl im Exsudat
{Schramm et al. 2000}, sodass eine vermutete Linksverschiebung dieser ,Extravasations-
Kurve® einen nur geringen Effekt haben dirfte. Zudem erfolgten die Untersuchungen inner-
halb der Gruppen zu dem fest definierten und damit gleichen Zeitpunkt. Somit kann der ge-
naue Zeitpunkt der eigentlichen maximalen Leukozyten-Extravasation vernachlassigt werden

kann.

4.1.5. Interleukin 10

Neben dem Tumor growth factor 3 (TGF-B) ist das Interleukin 10 (IL-10) eines der wichtigs-
ten Zytokine zur Limitation eines Infektionsgeschehens {Gritz 2005}. Es wird wahrend einer
proinflammatorischen Immunreaktion von diversen Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems gebildet (z.B. dendritische Zellen, Makrophagen, Mastzellen, NK-Zellen, eo-
sinophile und neutrophile Granulozyten, B- sowie T-Lymphozyten) und hat verschiedenste
immunmodulatorische Eigenschaften {Ng et al. 2013}. Das Interleukin-10 wirkt anti-
inflammatorisch und immunsuppressiv durch die antigenprésentierenden Zellen vermittelte
Reduktion proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL1, IL6, IL 12, IL 18) und Chemokine
(CXC und CC) {Grutz 2005, Oberholzer et al. 2002}. Weiterhin wird die Funktion der Cyc-
looxygenase-2 beeinflusst, sodass die NO-Produktion herabgesetzt wird {Gritz 2005}.

Bei der vorliegenden Studie erfolgte die Analyse der IL-10 Plasmakonzentrationen vor und
8,5 Stunden nach Induktion der GSR, um das antiinflammatorische Zytokin-Profil innerhalb
der Gruppen zu erfassen. In Patienten mit einem septischen Krankheitsbild konnte eine gute
Korrelation zwischen hohen und anhaltenden IL-10 Plasmakonzentrationen sowie der
Schwere der Sepsis bzw. damit einhergehenden schlechten Outcome gezeigt werden {Li X
et al. 2017, Oberholzer et al. 2002, Gogos et al. 2000}. Somit kann die IL-10 Plasmakonzent-
ration am Ende der GSR als Indikator fur die Schwere der Immunreaktion angesehen wer-
den.
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4.1.6. Knock-out Modell

Die gezielte Deaktivierung von Genen in der Maus stellt einen wichtigen Baustein in der
Grundlagenforschung von Erkrankungen dar. Die in der vorliegenden Studie genutzten PZ-
und ZPI-knock out Mause zeichnen sich durch eine entsprechende Defizienz von PZ bzw.
ZPI aus {Zhang et al. 2008}. Da die beiden Komponenten im Blutplasma in einem PZ-ZPI-
Komplex zirkulieren, wird die Plasmakonzentration durch den jeweiligen Partner beeinflusst
{Tabatabai et al. 2001}. So wurde in der Gruppe um Zhang et al. eine verminderte PZ- (auf
57%) bzw. ZPl-Konzentration (auf 72%) in den jeweiligen defizienten M&usen gemessen
{Zhang et al. 2008}. Neben der eigenen Defizienz wird somit zusatzlich das jeweilige knock-
out Modell durch eine verminderte Plasmakonzentration von PZ bzw. ZPI beeinflusst. In An-
betracht einer groBen physiologischen Spannbreite der Plasmakonzentrationen in der ge-
sunden Normalbevdlkerung scheinen diese Unterschiede jedoch von geringerer Bedeutung.
Dennoch sollten sie in der Betrachtung der Ergebnisse mit einbezogen werden {Zhang et al.
2008}. Darlber hinaus werden die Plasmakonzentrationen durch hormonelle Faktoren beein-
flusst. So geht die Einnahme oraler Kontrazeptiva mit erhdéhten PZ- und ZPI-
Plasmakonzentrationen einher {Al-Shangeeti et al. 2005}. Um eine mégliche hormonelle Be-
einflussung der Plasmakonzentrationen entgegenzuwirken, wurden bei der vorliegenden
Studie nur ménnliche Versuchstiere angewandt. Die Analyse der Plasmakonzentrationen
erfolgte mithilfe eines etablierten und kommerziell erhéltlichen Standard-ELISA-Kits.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. GSR als Sepsis-Modell der Maus

Die Pathophysiologie einer Sepsis ist gekennzeichnet durch die Aktivierung der Inflammation
und Koagulation mit konsekutiver Endothelzelldysfunktion sowie Stérung der Mikro- und
Makrozirkulation {Ertmer et al. 2016}. In der vorliegenden Studie erfolgte zunéachst die Beur-
teilung der WT Gruppe hinsichtlich der Mikrohdmodynamik, der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion sowie des Extravasationsverhalten nach Induktion einer GSR. Erganzend wurden
laborchemische Analysen hinsichtlich der Leukozyten-, Erythrozyten- und Thrombozytenan-
zahl sowie der IL-10 Plasmakonzentration durchgeflhrt.

Nach Induktion der GSR stellte sich bereits ab der ersten Stunde eine signifikante Ver-
schlechterung der Mikrohamodynamik ein, gekennzeichnet durch die Abnahme des VBF, der
WSR sowie der FCD. Diese Ergebnisse stimmen mit weiteren Erkenntnissen tierexperimen-
teller Untersuchungen {Caldwell et al. 2018, Butschkau et al. 2013, Alfieri et al. 2012, Hoff-
mann et al. 1999} sowie mit dem pathophysiologischen Verstandnis einer Sepsis Uberein
{Uhle et al. 2015, Ellis et al. 2005}. Als Ursache fur die multifaktoriell bedingte Verschlechte-
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rung der Mikrohdmodynamik wird u.a. eine Endothelzelldysfunktion angenommen, beste-
hend aus einer progredienten Vasoplegie sowie einer erhdhten mikrovaskularen Leackage.
So fihrt z.B. die Uber LPS und den TLR4 vermittelte Freisetzung proinflammatorischer Zyto-
kine zur Transkription der induzierbaren-NO-Synthase in den Endothelzellen sowie Makro-
phagen und konsekutiv zur Produktion groBer Mengen an NO {Wendel et al. 2009}. NO wirkt
an den GefaBen vasodilatatorisch {Sharawy et al. 2014}. Dariiber hinaus scheint eine ver-
mehrte Synthese von Prostacylin sowie der endothelium-derived hyperpolarizing factor
(EDHF) eine entscheidende Rolle in der ,akuten Vasodilatation zu spielen {Ohashi et al.
2012}. Weitere, spatere Faktoren im Verlauf einer Sepsis sind eine progrediente Resistenz
adrenerger Rezeptoren gegenlber endogener Katecholamine sowie ein zunehmender Va-
sopressinmangel {Ertmer et al. 2016}. Die zunehmende Vasodilatation fihrt nicht nur in der
Mikro- sondern auch in der Makrohdmodynamik zur Entstehung einer Hypotonie. Unglnstig
beeinflusst wird dieser Zustand durch einen direkten, negativen inotropen Einfluss von TNF-
a sowie Cba auf das Myokard {Uhle et al. 2015}. Eine erhéhte mikrovaskulare Leackage
kann u.a. durch einen, Zytokin-vermittelten Anstieg von Angiopoetin 2 und der damit einher-
gehenden Destabilisierung der Barrierefunktion des Endothels hervorgerufen werden {van
der Heijden et al. 2009}. Weiterhin fihrt eine Hypoxie vermittelte, vermehrte Ausschittung
des vascular endothelial growth factor (VEGF) Uber die Wirkung an VEGF-2 Rezeptoren zu
einer progredienten Inaktivierung endothelspezifischer Adh&sionsmolekile {Dejane et al.
2008}. Auch eine direkte Schadigung der Endothelzellen durch sezernierte Produkte der
Leukozyten (z.B. Proteasen, Oxidanzien) wahrend der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
spielt eine wichtige Rolle in der Auspragung der Leakage {Ertmer et al. 2016}. Durch die ge-
neralisierte Erhéhung der mikrovaskularen Leakage entsteht zudem ein progrediente FlUs-
sigkeitsverschiebung nach extravasal. Dies kann den hypotonen Zustand wahrend der Sep-
sis begunstigen {Ertmer et al. 2016}. Auch in der vorliegenden Studie erfolgte die Messung
der Leakage im Bereich der Arteriolen und Venolen der Mikrozirkulation. In der WT-Gruppe
ergab sich lediglich peri-arteriolar und nach 8 Stunden GSR eine signifikante, pathophysiolo-
gisch jedoch irrelevante Erh6hung im Vergleich zu den Baseline-Werten. DarUber hinaus ist
nur eine gering ansteigende, nicht signifikante Tendenz Uber die 8 Stunden zu erahnen. Eine
mogliche Ursache fir den fehlenden, signifikanten Anstieg der Leakage kdnnte eine zu friihe
Messung innerhalb des Modells darstellen unter der Annahme, dass die Leakage eine Spat-
Erscheinung innerhalb der Sepsis darstellt. So konnte z.B. in tierexperimentellen Untersu-
chungen an der Maus eine erhdhte Leakage nach 23 Stunden (intraperitoneale Gabe von
LPS zur Stunde 0 und Stunde 19, {Alfieri et al. 2012}) bzw. nach 12 Stunden (CLP-Modell
einer Sepsis, {Zhou et al. 2012}) gemessen werden. Mdglich ist aber auch eine Kumulation
durch die repetitive, intravenése FITC-Dextran-Gabe. Da wahrend der GSR eine Verschlech-
terung der Mikrohdmodynamik eintritt, ist auch von einer Verschlechterung der Nierenfunkti-
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on auszugehen. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Slofstra et al.
unterstitzt. Hier konnte wahrend der GSR eine Verdopplung der Kreatinin-Konzentration
nach 6 Stunden festgestellt werden {Slofstra et al. 2006}. Da FITC-Dextran Uberwiegend
renal ausgeschieden wird, ist eine Kumulation durchaus anzunehmen. Um diesen Effekt ent-
gegenzuwirken, wurde bereits wahrend der GSR die intravenése Dosierung angepasst (1h:
1ml, 5h: 0,8ml, 8h: 0,6ml). Dennoch kénnte durch die FITC-Dextran-Kumulation und ggf. zu
eng gewahlte Untersuchungsabstande sich vermehrt FITC-Dextran intravasal anreichern und
dies mathematisch zu einer geringeren Leakage fuhren.

Neben der Reduktion des VBF in den Arteriolen und Venolen stellte sich eine signifikante
Abnahme der FCD Uber die 8 Stunden GSR hinweg dar. Dieses Ergebnis geht einher mit der
Zunahme einer heterogenen, kapillaren Perfusion, d.h. der gleichzeitigen Darstellung ,nor-
maler“-, ,hyperperfundierten®- und sogenannten stopped-flow Kapillaren. Dieses Phanomen
ist ebenfalls Bestandteil der septischen Pathophysiologie {Ertmer et al. 2016, Ellis et al.
2005}. Fiur die Abnahme der gemessenen FCD ist das Auftreten der stopped-flow Kapillaren
hauptverantwortlich. Zu deren Entstehung tragen, neben den bereits oben genannten Me-
chanismen der Endothelzelldysfunktion (Vasodilatation, Leackage) auch eine erhdhte Leu-
kozyten-Endothelzell-Interaktion sowie die septische Koagulopathie mit einhergehender Bil-
dung von Mikrothromben bei {Ellis et al. 2005, Spronk et al. 2004}. Zudem beglnstigen auch
rheologische Eigenschaften des Blutes, wie eine verminderte Verformbarkeit der Erythrozy-
ten wahrend einer Sepsis die Entstehung der stopped-flow Kapillaren {Reggiori et al. 2009}.
Als Kennzeichen eines proinflammatorischen Zustandes wéhrend der GSR stellte sich, ne-
ben der Verschlechterung der Mikrohdmodynamik, eine anhaltende Erhéhung der leukozyta-
ren Adhéarenz, eine signifikante leukozytére Extravasation (in der Lunge um das 3,7 Fache,
in der Leber um das 12 Fache), eine Leukozytopenie (um ca. 60%) sowie ein Anstieg der IL-
10 Plasmakonzentration (um das 12 Fache) experimentell dar. Der deutliche Anstieg der IL-
10 Plasmakonzentration deckt sich mit den Erkenntnissen nach double hit Gabe von LPS in
der Arbeitgruppe um Solfstra et al. {Solfstra et al. 2006}. Auch im klinischen Erscheinungs-
bild zeigt ein septischer Patient erhdhte IL-10 Plasmakonzentrationen {Li X et al. 2017,
Oberholzer et al. 2002, Gogos et al. 2000}. Die Ursache liegt zunachst in der durch LPS in-
duzierten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, durch dessen Wirkung auf diverse Zel-
len des angeborenen und adaptiven Immunsystems eine aggravierte Transkription von IL-10
eingeleitet wird {Ng et al. 2013}. Diese als compensatory antiinflammatory response syndro-
me (CARS) bezeichneten Phase ist gekennzeichnet von einer zunehmenden Apoptose im-
munologischer Zellen {Vollmar 2011, Hotchkiss et al. 2003}. Dieser Verlust der Immunzellen
kdnnte, neben der verstarkten leukozytédren Adharenz und der damit einhergehenden, pro-
gredienten Extravasation eine wesentliche Ursache, fir die sich darstellende systemische
Leukozytopenie nach 8 Stunden GSR darstellen. Auffallig in den Ergebnissen ist, dass der
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Anstieg der leukozytaren Adhdrenz in den Venolen bereits in der ersten Stunde der GSR
sein Maximum erreicht und anschlieBend in der Auspragung konstant bleibt. Der Abfall der
hamodynamischen Parameter (VBF, WSR) ist dahingehend kontinuierlich und unterliegt
scheinbar erst am Ende der GSR einer gewissen Konstanz. So scheint die Verschlechterung
der Hamodynamik der leukozytédren Adhéarenz ,zu folgen* bzw. durch diese bedingt zu sein.
Diese kdénnte u.a. die Folge einer direkten Strémungsbehinderung durch die multiplen, adhé-
renten Leukozyten sein. Darliber hinaus tragt die anhaltende Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion mit einhergehender, progredienter Endothelzellschadigung, progredienter Leack-
age sowie extravasalen FlUssigkeitsverschiebung ebenfalls zu einer deutlichen Verschlech-
terung der Mikrohdmodynamik bei.

Neben einer Leukozytopenie stellt sich nach 8 Stunden GSR in der WT Gruppe auch eine
signifikante Thrombozytopenie um ca. 60% dar. Ahnliche Ergebnisse konnten in anderen
tierexperimentellen Sepsis-Modellen erhoben werden {Mathiak et al. 2000}. Die Thrombozy-
topenie kann als Resultat einer aktivierten septischen Koagulopathie interpretiert werden.
Auch im Verlauf einer humanen Sepsis ist die Thrombozytopenie ein haufiges Erschei-
nungsbild und ist bei intensivstationdren Patienten mit einem schlechten Outcome vergesell-
schaftet {Dewitte et al. 2017}.

Weiterhin ergab sich eine leichte Erythrozytopenie am Ende der 8 Stunden GSR mit einem
signifikanten Abfall der Erythrozytenanzahl um ca. 10% (ca. 13% Abfall des Hamoglobins,
Daten nicht dargestellt). Auch beim Menschen wird eine Infektions-assoziierte Anamie be-
schrieben. Diagnostiziert wird diese ab einem Abfall des Hamoglobins unter 8 g/dl. Jedoch
tritt diese nach Tagen auf und die Ursachen liegen in einem zunehmenden Eisenmangel,
einer Zytokin-bedingten Suppression der Erythropoese, in einer verklrzten Lebensdauer der
Erythrozyten sowie in einer gesteigerten Erythrophagozytose durch aktivierte Makrophagen
{Nemeth et al. 2014}. Vielmehr scheint die vorliegende, moderate Erythrozytopenie Resultat
einer durch die regelmaBigen Injektionen bedingte Hamodilution zu sein. Auch die durch die
GSR initiierte disseminierte, intravasale Gerinnung kann durch die vermehrte Thrombenbil-
dung zu der geringen Senkung der Erythrozytenanzahl beitragen. Darlber hinaus kann die
durch die Sepsis bedingte Abnahme der Erythrozytenverformbarkeit zu einem gesteigerten
Abbau bzw. Destruktion beitragen {Ellis et al. 2005}.

Zusammengefasst resultieren die Untersuchungen der GSR in einer deutlichen Aktivierung
der Inflammation (Abnahme der Mikrohdmodynamik, Anstieg der leukozytéren Extravasation,
Leukozytopenie, Anstieg der IL-10 Plasmakonzentration) sowie Koagulation (Thrombozyto-
penie, Abnahme der FCD) und beschreiben somit pathophysiologische Elemente eines Sep-
sis-Modells.
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4.2.2. Wirkung der PZ-Defizienz wahrend einer GSR

In den PZ-defizienten Tieren ergaben sich im Vergleich zu den WT-Tieren keine Unterschie-
de im Verlauf der MikrohAmodynamik (VBF, WSR, FCD) sowie im Ausmal3 der Thrombozy-
to- und Erythrozytopenie wahrend der GSR. Jedoch konnte sowohl nach 4 im Air-Pouch (um
das 2-Fache) als auch nach 8,5 Stunden GSR in dem Lungen- und Lebergewebe (jeweils
um das 1,4-Fache) eine erhdhte, leukozytére Extravasation in den PZ-defizienten Tieren
beobachtet werden. Erganzend stellte sich, vermutlich als Resultat der beschleunigten Ext-
ravasation, eine signifikante Reduktion der leukozytaren Adh&renz tUber den Verlauf der GSR
in den PZko Tieren dar.
Die Ergebnisse deuten auf eine Akzeleration der transendothelialen, leukozytaren Migration
in den PZ-defizienten Tieren nach Induktion der GSR hin. Die Ursache kénnte beispielswiese
in einem direkten Wirkmechanismus der PZ-Defizienz auf Mechanismen der Extravasation
liegen. Diesbezlglich sind zum aktuellen Zeitpunkt keine vergleichbaren Studien vorliegend.
Eine weitere mdgliche Ursache kénnte in einer, durch die PZ-Defizienz hervorgerufenen,
aggravierten Inflammation liegen. Hierflr spricht das friihzeitige Auftreten einer Leukozyto-
penie nach bereits 4 Stunden GSR (auf ca. 44% im Vergleich zu den WT Mausen) sowie
eine um das doppelte erhdhte IL-10 Plasmakonzentration am Ende der GSR im Vergleich zu
den WT Tieren. Dartber hinaus konnte, innerhalb unserer Arbeitsgruppe, ein starkerer, signi-
fikanter Anstieg der IL-6 Plasmakonzentration nach 4 Stunden GSR in den PZ-defizienten
Mausen dargestellt werden {Butschkau et al. 2013}. Somit liegt bei den Tieren der PZko
Gruppe, neben einer aggravierten Leukozytopenie, eine deutlich akzentuiertes pro- und anti-
inflammatorisches Zytokinprofil wédhrend der GSR vor, als Hinweis einer aggravierten, in-
flammatorischen Reaktion.
Uber mégliche anti- bzw. pro-inflammatorische Eigenschaften des PZ gibt es in der Literatur
nur wenige Untersuchungen. So konnte z.B. eine inverse Korrelation hinsichtlich der IL-6 und
PZ-Plasmakonzentrationen sowie eine reduzierte PZ-Synthese in TNF-a exponierten He-
patozyten und Endothelzellen nachgewiesen werden {Vasse et al. 2006, Vasse et al. 2002,
Undar et al. 1999}. Als Gemeinsamkeit dieser Studien kann eine negative Beeinflussung der
PZ-Plasmakonzentration durch erhéhte Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine pos-
tuliert werden. Im Umkehrschluss kénnte eine PZ-Defizienz ggf. das vermehrte Auftreten
proinflammatorischer Zytokine beglnstigen Uber einen bisher unbekannten Mechanismus.
Der in der Literatur implizierte ,anti-inflammatorische Phanotyp“ des PZ scheint sich somit
durch die vorliegenden Ergebnisse der Studie zu bestéatigen.
Ahnliche, anti-inflammatorische Effekte von Komponenten der physiologischen Koagulation
konnten in tierexperimentellen Untersuchungen z.B. fir das Antithrombin Il sowie das re-
kombinante, aktivierte Protein C gezeigt werden, obgleich die klinische Anwendung von Anti-
thrombin I1l in der Sepsis-Therapie kein Uberlebensvorteil darstellte {Hagel et al. 2011}. Auf-
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grund gegensatzlicher Ergebnisse in klinischen Studien wird auch der Einsatz von rhAPC,
entsprechend der internationalen SSC Leitlinien, nicht mehr empfohlen {Kumar 2019, Ranieri
et al. 2012, Hosac 2002, Bernard et al. 2001}.

Protein C (PC) ist eine Serinprotease, dessen zymogene Vorstufe in der Leber synthetisiert
wird und im Blut zirkuliert {Foster et al. 1985}. Im Rahmen seiner anti-koagulatorischen Funk-
tion bindet das Protein C an einen endothelial protein C receptor (EPCR) der Endothelzellen
{Foley et al. 2016}. Dartber hinaus wird Thrombin an der Endothelzelloberflache Uber
Thrombomodulin (TM) gebunden {Levi et al. 2004}. Erst durch die Bildung eines PC-EPCR-
Thrombin-TM-Komplexes wird das Protein C in aktiviertes PC (aPC) gespalten {Foley et al.
2016}. Nach Dissoziation des aPC von dem Komplex sowie Anlagerung an negative Phos-
pholipide aktivierter Thrombozyten oder Endothelzellen kommt es -in Anwesenheit von Pro-
tein S und Calcium- zur Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren FVa sowie FVllla {Foley et al.
2016}. Als Verbindungsglied zwischen Koagulation und Inflammation werden dabei die PAR-
Rezeptoren gesehen {Ertmer et al. 2016}. PAR-Rezeptoren werden auf diversen Zellen ex-
primiert, z.B. auf Endothelzellen, Thrombozyten, glatten Muskelzellen sowie verschiedenen
Zellen des Immunsystems {Foley et al. 2016}. Es werden 4 Subtypen unterschieden, wobei
dem PAR1-Rezeptor eine entscheidende Bedeutung zukommt. Dieser wird durch Thrombin,
Faktor Xa sowie TF-FVlla gespalten und kann eine zelluldre Apoptose, Thrombozytenaktivie-
rung sowie die Bildung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL6 und IL8) initiieren {Ertmer
et al. 2016}. Bleibt nun das aPC an einem EPCR gebunden, so kann Uber die Spaltung und
Aktivierung des PAR-Rezeptors eine antiinflammatorische Signalkaskarde durch die Supp-
ression proinflammatorischer Zytokine initiiert werden {Foley et al. 2016, Lipinski et al. 2011}.
Da PZ keine Serin-Protease Funktion besitzt, die Aktivierung der PAR-Rezeptoren jedoch
eine proteolytische Spaltung voraussetzt, ist eine mdgliche anti-inflammatorische Wirkung
des PZ Uber eine direkte PZ-PAR-Interaktion sicherlich nicht ausgeschlossen, jedoch un-
wahrscheinlich. Denkbar wére auch eine Wirkung des PZ als Cofaktor fir eine bisher unbe-
kannte Protease, wodurch diese den PAR-Rezeptor beeinflussen kann. Da die ZPI-
defizienten-Tiere keine Veranderungen hinsichtlich des inflammatorischen Verhaltens im
Vergleich zum WT aufweisen, scheint eine mdéglich anti-inflammatorische Wirkung des PZ,
vermittelt durch das ZPI, unwahrscheinlich.

Als Resultat einer aggravierten, inflammatorischen Reaktion weisen die PZ-defizienten Tiere
eine akzelerierte, transendotheliale Migration auf. In der Pathophysiologie einer Sepsis
kommt der Rekrutierung immunologischer Zellen in das perivaskuldre Gewebe eine ent-
scheidende Bedeutung zu. Initiiert wird die Extravasation durch mehrere, simultan ablaufen-
de Mechanismen der Inflammation und Koagulation. So fuhrt die Aktivierung des Komple-
mentsystems zur vermehrten Bildung von C5a. Das C5a kann nun an G-Protein gekoppelte
Cba Rezeptoren der Endothelzellen binden und flhrt zur vermehrten Expression der P-
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Selektine {Foley et al. 2016, Oberholzer et al. 2001}. Darlber hinaus fihrt die Detektion von
PAMPs (z.B. LPS) durch TLR4-Rezeptor tragende Zellen zu einer gesteigerten Transkription
und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine {Cohen 2002}. TNF-a induziert eine Hochre-
gulierung der E-Selektine auf den Endothelzellen {Oberholzer et al. 2001}. Durch die Wir-
kung von C5a sowie der proinflammatorischen Zytokine kommt es zudem zur vermehrten
Expression von TF an Endothel- und Immunzellen sowie konsekutiv zur Initiierung der Ge-
rinnungskaskarde mit Bildung von Thrombin {Levi 2007, Trappe et al. 2005}. Durch die Wir-
kung von Thrombin Uber die PAR1 Rezeptoren der Endothelzellen werden ebenfalls ver-
mehrt E- und P-Selektine in die Membran der Endothelzellen eingebaut {Foley et al. 2016}.
Mithilfe der P- und E-Selektine wird es den Immunzellen (v.a. Monozyten und Neutrophilen)
ermdglicht, mithilfe von PSGL-1 und L-Selektinen entlang des Endothels ,zu rollen“ {Lim et al.
1998}. Hierdurch werden die ,rollenden“ Leukozyten weiteren Zytokinen ausgesetzt (IL-8).
Dies fuhrt durch Konformationsanderung leukozytérer Integrine (u.a. LFA-1, CR3) zur Bin-
dung an Zelladhasionsmolekilen des Endothels (ICAM-1, VCAM-1) {Petri et al. 2006, Ober-
holzer et al. 2001}. Zudem flhrt eine Thrombin abhangige Aktivierung des PAR1 Rezeptors
zu einer gesteigerten Expression dieser Adhasionsmolekile {Foley et al. 2016}. Nach Bil-
dung einer festen Leukozyten-Endothelzellverbindung wird die transendotheliale Migration
entlang eines Konzentrationsgradienten an Chemokinen initiiert {Oberholzer et al. 2001}.
Aufgrund der Komplexitat dieser Mechanismen und der daraus resultierenden multiplen
Méglichkeiten einer Beeinflussung durch die PZ-Defizienz ist zum aktuellen Zeitpunkt der
genaue Wirkmechanismus nicht zu bestimmen. Somit sind weitere Untersuchungen notwen-
dig, um die molekularen Mechanismen dieser akzelerierten Inflammation bzw. Leukozyten-
Extravasation aufzuklaren.

Obwohl hinsichtlich der Koagulation ein leicht prothrombotischer Phanotyp in der Literatur
vermutet wird {Sofi et al. 2009, Zhang et al. 2008, Santacroce et al. 2006, Heeb et al. 2002,
Vasse et al. 2001, Yin et al. 2000}, fihrte die GSR in den PZ-defizienten Mausen zu keiner
signifikanten Aggravation der Thrombozytopenie oder der GeféaBthromben-Bildung in den
untersuchten Leberschnitten.

Zusammengefasst flhrte eine PZ-Defizienz zum Auftreten einer aggravierten Immunreaktion
mit einer akzelerierten, transendothelialen Migration der Leukozyten. Diese Wirkung der PZ-
Defizienz scheint im umschriebenen MaBBe aufzutreten, da es z.B. innerhalb der Gruppe zu
keiner erhéhten Mortalitédt der Tiere kam. Eine Beeinflussung der PZ-Defizienz hinsichtlich
der Koagulation konnte nicht gezeigt werden.
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4.2.3. Wirkung der ZPI-Defizienz wahrend einer GSR

Die Untersuchungen der ZPI-Defizienz wiesen hinsichtlich der mikrohdmodynamischen Ver-
schlechterung wahrend der GSR keine Unterschiede im Vergleich zu den WT-Tieren auf. So
fielen die entsprechenden Parameter (VBF, WSR, FCD) nahezu ,parallel“ zu denen der WT-
Gruppe Uber die 8 Stunden hinweg ab. Auch hinsichtlich der leukozytaren Extravasation
konnten keine Unterschiede in dem Air-Pouch als auch in dem Leber- und Lungengewebe
beobachtet werden. Ebenfalls war das Ausmal3 der Leukozytopenie (nach 4,5 als auch 8,5
Stunden GSR) sowie der IL-10 Plasmakonzentration (nach 8,5 Stunden GSR) ohne signifi-
kante Unterschiede im Vergleich zu den WT-Tieren. Innerhalb unserer Arbeitsgruppe konn-
ten auch keine Unterschiede hinsichtlich der IL-6 Plasmakonzentrationen nach 4 Stunden
GSR gezeigt werden {Butschkau et al. 2013}. Somit scheint eine ZPI-Defizienz keinen Effekt
auf das Ausmaf der Inflammation bzw. der leukozytaren Extravasation zu besitzen. Hinsicht-
lich inflammatorischer Eigenschaften des ZPI gibt es kaum Untersuchungen in der Literatur.
Girard et al. vermuteten, aufgrund des Anstieges der ZPI-Konzentration in einem akute Pha-
se-Modell der Maus, eine Bedeutung des ZPI als einen mdglichen akuten Phase-Reaktanten
{Girard et al. 2013}. Diese Vermutung lasst jedoch keine konkreten Riickschliisse auf eine
mogliche inflammatorische Potenz des ZPI zu. Dartber hinaus deuten weitere Ergebnisse
innerhalb unserer Arbeitsgruppe ebenfalls auf eine fehlende inflammatorische Potenz des
ZP1 hin {Butschkau et al. 2013}.
Hinsichtlich der leukozytaren Adharenz konnten wahrend der GSR in den Arteriolen sowie in
der 1. Stunde der Venolen keine Unterschiede zu den WT-Tieren beobachtet werden. Je-
doch zeigte sich in der 5. und 8. Stunde der GSR eine verminderte leukozytare Adhérenz in
den Venolen, ahnlich dem Verlauf der PZ-defizienten Tiere. Da die Daten der vorliegenden
Studie auf eine aggravierte Leukozyten-Extravasation mit einhergehender, verminderter leu-
kozytaren Adharenz in den PZ-defizienten Tieren hinweisen, kdnnte die Ursache dieser ,spé-
ten“, verminderten leukozytaren Adharenz der ZPlko-Méause in einer reduzierten PZ-
Plasmakonzentration liegen. In der Gruppe um Zhang et al. konnte eine verminderte PZ-
Plasmakonzentration in den ZPlko Mausen auf ca. 57% im Vergleich zu den WT-Tieren
nachgewiesen werden {Zhang et al. 2008}. Ursache ist die Uberwiegend komplexgebundene
Zirkulation von PZ und ZPI im Blut {Tabatabai et al. 2001}. Zudem kommt es wahrend der
GSR im Rahmen der inflammatorischen Reaktion zur Freisetzung proinflammatorischer Zy-
tokine. Wie bereits beschrieben, konnte durch Vasse et al. eine Reduktion der PZ-Synthese
in der Leber und der Endothelzellen durch z.B. TNF-a gezeigt werden {Vasse et al. 2006},
sodass wahrend der GSR von einer Reduktion der PZ-Synthese auszugehen ist. Da nun in
den ZPI-defizienten Tieren bereits eine geringere ,Ausgangskonzentration“ an PZ vorliegt, ist
es denkbar, dass sich additiv die PZ-Plasmakonzentration wahrend der GSR dramatischer
reduziert in den ZPIko- im Vergleich zu den WT-Mausen. Somit wirde die ausgepragtere
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.PZ-Defizienz* in den ZPlko Tieren wohlméglich eine ,schnellere” Leukozyten-Extravasation
bewirken im Vergleich zu den WT-Tieren, jedoch im deutlich geringeren und spateren Aus-
maf3 als in den PZko Méausen. Diese deutlich spatere Extravasation wirde auch den fehlen-
den Unterschied hinsichtlich der Extravasations-Daten in den ZPlIko Méausen erklaren. Um
diese Hypothesen zu bestatigen, sind jedoch weitere Untersuchungen hinsichtlich der PZ-
Plasmakonzentration innerhalb der beiden Gruppen und wahrend einer GSR nétig.
Hinsichtlich des Verbrauches an Thrombozyten und Erythrozyten ergaben sich keine Unter-
schiede zwischen einer ZPI-Defizienz und den WT-Tieren wahrend der GSR. In den ZPlko
Mausen konnte nach 8,5 Stunden GSR eine signifikant (um ca. 8%) erhéhte Anzahl an Ge-
faBthromben ausgezahlt werden. Dies deutet auf eine aggravierte disseminated intravascular
coagulation (DIC) als Resultat einer gesteigerten Koagulation wahrend der GSR in den ZPI-
defizienten Tieren hin. Erganzend konnte innerhalb unserer Arbeitsgruppe in einem photo-
chemisch induzierten Thrombose-Modell der Maus nach 4 Stunden GSR eine akzelerierte
GefaBokklusion in den Venolen der ZPlko Mause beobachtet werden {Butschkau et al. 2013}.
Das Ergebnis der vorliegenden Studie weist somit auf einen prothrombotischen Phanotyp
der ZPIl-defizienten Tiere hin und stimmt mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen
Uberein {Girard et al. 2019, Sofi et al. 2009, Zhang et al. 2008, Corral et al. 2006}. Dieser
prothrombotische Phanotyp scheint jedoch unter physiologischen Bedingungen von modera-
ter Bedeutung. Hierfur spricht der asymptomatische Phanotyp in den ZPlko Mausen {Zhang
et al. 2008}. In Konkordanz zu den Untersuchungen um die Arbeitsgruppe von Zhang et al.
konnte auch in unserer Arbeitsgruppe {Butschkau et al. 2013} gezeigt werden, dass der pro-
thrombotische Phéanotyp einer ZPI-Defizienz sich erheblich aggraviert, wenn weitere gerin-
nungsbeeinflussende Faktoren gegenwértig sind. So stellt z.B. die Kombination einer Faktor
V Leiden Mutation mit einer ZPI-Defizienz im Maus Modell einen schwerwiegenderen Phano-
typ dar {Zhang et al. 2008}. Ebenfalls konnte, innerhalb unserer Arbeitsgruppe, in den ZPI-
defizienten Tieren nur nach Induktion der GSR eine akzelerierte GeféaR-Okklusion der Veno-
len beobachtet werden, in den mit NaCl behandelten Tieren jedoch nicht {Butschkau et al.
2013}.

Die Ursache des prothrombotischen Phanotyps in den ZPI-defizienten Tieren wahrend der
GSR liegt in der fehlenden, anti-koagulatorischen Funktion des ZPI. Nach intravendser Gabe
des LPS, entsprechender Detektion Uber den TLR4-Rezeptor und konsekutiver Freisetzung
der proinflammatorischen Zytokine durch immunologische Zellen, erfolgt eine zytokinvermit-
telte (TNF-a, IL-6) Expression von TF durch Endothelzellen und Monozyten {Trappe et al.
2005}. Ebenfalls bewirkt -nach entsprechender Aktivierung des Komplementsystems- auch
das gebildete C5a Uber den C5a Rezeptor der Endothelzellen eine vermehrte TF-Expression
{Levi 2007, Trappe et al. 2005}. Durch die Bindung des FVII wird dieser aktiviert (FVlla). Der
TF-FVlla-Komplex fuhrt zum einem -Uber die Aktivierung des FX- zur Bildung von Thrombin
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sowie -Uber die Aktivierung des FIX- zur Initierung der intrinischen Gerinnungskarskarde
{Esmon 2005}. Das ZPI ist nun in der Lage, die Faktoren IXa, Xa und Xla zu inaktivieren
{Heeb et al. 2005, Han et al. 2000}. In Anwesenheit von PZ, Calcium-lonen sowie Phos-
pholipiden wird hierbei die FXa-Inaktivierung um das 1000-fache verstarkt {Han et al. 2000}.
Im Umkehrschluss wirkt nun die ZPI-Defizienz wahrend der GSR ,enthemmend* auf die initi-
ierte, septische Koagulopathie. Die erh6hte Anzahl an GefaBthromben in den Leberschnitten
nach 8 Stunden GSR sowie die akzelerierte GeféaBokklusion nach 4 Stunden GSR {Butsch-
kau et al. 2013} stellen somit Resultate dieser ,enthemmten®, pathophysiologischen Gerin-
nungsaktivierung durch die ZPI-Defizienz dar. Darlber hinaus sind die Ergebnisse somit
Ausdruck einer aggraviert ablaufenden Koagulation wahrend der GSR im Vergleich zu den
WT-Tieren.

Zusammengefasst hat die ZPI-Defizienz keinen inflammatorischen Einfluss wahrend der
GSR, fuhrt jedoch zum Auftreten einer aggravierten, septischen Koagulopathie mit akzele-
rierter Ausbildung einer DIC.

4.3. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine GSR einhergeht mit einer aus-
gepragten Aktivierung der

e Inflammation,

e Koagulation sowie

e konsekutiven Verschlechterung der Mikrohdmodynamik.
In Konkordanz mit Ergebnissen weiterer Studien {Butschkau et al. 2013, Solfstra et al. 2006,
Remick et al. 2000} beinhaltet die GSR somit wichtige, pathophysiologische Elemente eines
septischen Krankheitsbildes und stellt ein einfaches und reproduzierbares Sepsis-Modell der
Maus dar. Perspektivisch kdnnen mithilfe der GSR weitere klinische Studien zur Grundlagen-
forschung der Pathophysiologie sowie Erprobung neuer Strategien in der Sepsis-Therapie in

vivo untersucht werden.

Eine PZ-Defizienz bewirkt nach Induktion der GSR eine aggravierte Immunreaktion, ge-
kennzeichnet durch

e eine akzelerierte, transendotheliale Leukozyten-Migration,

e konsekutiv friihzeitiger Leukozytopenie sowie durch

e ein akzentuiertes pro- und antiinflammatorisches Zytokinprofil.
Eine Beeinflussung der Mikrohdmodynamik sowie der Koagulation konnte nicht beobachtet
werden. Im Umkehrschluss besitzt das PZ somit eine anti-inflammatorische Wirkung bedingt
durch die Hemmung der leukozytaren Extravasation sowie Suppression des pro- und antiin-
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flammatorischen Zytokinprofils. Der genaue Wirkmechanismus ist zum aktuellen Zeitpunkt
unklar. Da eine ZPI-Defizienz eine unveranderte, inflammatorische Reaktion im Vergleich zu
den WT-Tieren zeigte, ist eine anti-inflammatorische Wirkung von PZ vermutlich unabhé&ngig
von der Anwesenheit des ZPI. Denkbar ware z.B. eine Wirkung Uber den PAR-Rezeptor der
Endothelzellen, da dieser sowohl in der Leukozyten-Rekrutierung als auch der Freisetzung
von Zytokinen wahrend einer Sepsis eine entscheidende Rolle spielt. Weitere Studien sind
somit nétig zur Aufdeckung der Wirkmechanismen. Aufgrund der anti-inflammatorischen und
immunmodulierenden Eigenschaften kdnnte das PZ eine mdgliche Therapieoption in der
Behandlung der Sepsis darstellen. Auch hierfir sind weitere praklinische und klinische Un-
tersuchungen von groBer Wichtigkeit. Darlber hinaus liegt die Bedeutung einer potentiellen,
klinischen Anwendbarkeit von PZ -aufgrund der Komplexitat der Sepsis-Pathophysiologie-
mdglicherweise in einer additiven Therapieoption, welche unter bestimmten Bedingungen
und zu einem bestimmten Zeitpunkt der Sepsis Anwendung finden kénnte.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass eine ZPI-Defizienz nach
Induktion der GSR eine
e aggravierte, septische Koagulopathie mit
e akzelerierter Ausbildung einer DIC bewirkt.

Eine wegweisende Beeinflussung der Inflammation oder Mikrozirkulation konnte nicht ge-
zeigt werden. Im Umkehrschluss wirkt das ZPI innerhalb einer GSR hemmend auf die Aus-
bildung vaskularer GeféaBthromben. Die Mechanismen der anti-koagulatorischen Eigenschaf-
ten des ZPIs sind bereits bekannt und scheinen in der Komplexitat der Koagulation als allei-
niger Faktor eine moderate Rolle zu spielen. Interessanterweise kam es in den PZ-
defizienten Tieren wahrend der GSR nicht zu einem vermehrten Auftreten von Thromben
bzw. zeigte sich innerhalb unserer Arbeitsgruppe die GefaBokklusion der Venolen unbeein-
flusst {Butschkau et al. 2013}. Somit scheint die anti-koagulatorische Wirkung des ZP| wah-
rend der GSR in den PZ-defizienten Tieren unverandert. Dies bedeutet entweder, dass die
Inaktivierung des FIXa und FXla durch das ZPI unter Abwesenheit von PZ kompensatorisch
so erh6ht wird, dass die anti-koagulatorische Potenz des ZPl kaum beeinflusst wird, oder
dass andere Proteasen kompensatorisch die Faktor Xa-Inaktivierung steigern. Zu beriick-
sichtigen ist, dass es sich hier um ein knock-out Modell der Maus handelt und entsprechende
Kompensationsmechanismen entsprechend von Geburt an bestehen kénnten. Unabhangig
davon kénnte auch das ZPI eine therapeutische Rolle in der Sepsis-Therapie einnehmen,
um das Ausmaf der DIC bzw. GefaBthromben-Bildung zu beeinflussen. Bisher erfolgten
diesbeziiglich keine weiteren Untersuchungen, jedoch sind diese notwendig, um eine mdogli-
che therapeutische Potenz des ZPI in der Sepsis-Therapie zu eruieren.
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6. Glossar
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C5aR
CAE
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CASP
CD
CLP
CLR
CR3
DAMPs
DIC
EDHF
EDTA
EGF
ELISA
EPCR
FCD
FITC
FiO2
LFA-1
GF

GSR

HMGB1

aktiviertes Protein C

Blutentnahme

Cb5a Rezeptor

Chloracetatesterase

compensatory antiinflammatory response syndrome
Colon ascendens stent peritonitis

cluster of differentiation

cecal ligation and puncture

C-type lectin receptor

complement receptor 3
damage-associated molecular patterns
disseminated intravascular coagulation
endothelium-derived hyperpolarizing factor
Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
endothelial protein C receptor
funktionelle kapillare Dichte
Fluoreszeinisothiocyanat

inspiratorische Sauerstofffraktion
leucocyte function associated molecule-1
Gesichtsfeld

generalisierte Shwartzman Reaktion
Stunde(n)

high-mobility-group-protein B1

intravends
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ICAM-1

IFN-y

iNOS
IVM
kDa
kPa

LA
LBP
LPS
MAD
MBL
MD-2
Min
MOV

N
NF-«kB
NK-Zellen
NLR
NO
paCO2
PAF
PAI-1
PAMPs
paO2
PAR
PBS

PCT

intercellular adhesion molecule 1
Interferon-y

Interleukin
induzierbare-NO-Synthase
intravitale Fluoreszenzmikroskopie
Kilodalton

Kilopascal

leukozytére Adharenz
Lipopolysaccharid-bindendes-Protein
Lipopolysaccharid

mittlerer arterieller Druck
Mannose-bindendes-Lektin
Lymphocyte antigen 96

Minute(n)

Multiorganversagen

Anzahl

nuclear factor- kB

natdrliche Killerzellen

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor

Stickstoffmonoxid

arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck

Plattchen-Aktivierender-Faktor

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1

pathogen-associated molecular patterns

arterieller Sauerstoffpartialdruck
protease-activated receptors
phosphate buffered saline

Procalcitonin

Seite | 98



PRR
PSGL-1
PZ
PZko
qSOFA
RAGE

rhAPC
RLR
ROS
s.C.
SIRS
sNP
SOFA
TF
TFPI
TGF-B
Th
TLR
™
TNF-a
VBF
VCAM-1
VEGF
WSR
WT
ZP|
ZPlko

ZVD

pattern-recognition receptor

P-selectin glycoprotein ligand-1

Protein Z

Protein Z knock-out

quick Sepsis-related Organ Failure Assessment Score
receptor for advanced glycation endproducts
rekombinantes aktiviertes Protein C

retinoid acid-inducible gene 1-like receptor
reaktive Sauerstoffspezies

Subkutan

systemic inflammatory response syndrome
single nucleotide polymorphisms

Sepsis-related Organ Failure Assessment Score
tissue factor

tissue factor pathway inhibitor

transforming growth factor-8

T-Helferzelle

toll-like receptor

Thrombomodulin

Tumornekrosefaktor-a

volumetrischer Blutfluss

vascular cell adhesion molecule 1

vascular endothelial growth factor
Wandscherrate

Wildtyp

Protein Z abhangiger Protease Inhibitor

Protein Z abhangiger Protease Inhibitor knock-out

zentraler Venendruck
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Thesen zur Dissertation

10.

Die Sepsis stellt bis heute ein schwerwiegendes Krankheitsbild mit hoher Letalitat dar.

Die Grundlagen der septischen Pathophysiologie liegen in einer inadaquaten Reakti-
on des Organismus auf eine Infektion mit einhergehender Aktivierung der Inflamma-
tions- sowie Koagulations-Kaskade, Stérung der Mikrozirkulation und konsekutiver
Organdysfunktion.

In der Grundlagenforschung der Sepsis hinsichtlich der Pathophysiologie sowie der
Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten spielt das Maus-Modell bis heute eine
wichtige praklinische Rolle.

Die generalisierte Shwartzman Reaktion (GSR) stellt ein einfaches, reproduzierbares
und etabliertes Sepsis-Modell der Maus dar.

Die Intravitalmikroskopie der dorsalen Rickenhautkammer ist eine ideale Technolo-
gie, um repetitive Untersuchungen an einem Sepsis-Modell zu ermdglichen.

Die Interleukin-10 Plasmakonzentration wahrend einer Sepsis stellt einen guten Indi-
kator fur die Schwere des Verlaufes dar.

Eine GSR geht einher mit einer ausgepragten Aktivierung der Inflammation, Koagula-
tion sowie konsekutiven Verschlechterung der Mikrohamodynamik und beinhaltet
somit wichtige, pathophysiologische Elemente eines septischen Krankheitsbildes.

Eine Protein Z (PZ)-Defizienz bewirkt nach Induktion der GSR eine aggravierte Im-
munreaktion, gekennzeichnet durch eine akzelerierte, transendotheliale Leukozyten-
Migration, konsekutiv frihzeitiger Leukozytopenie sowie durch ein akzentuiertes pro-
und antiinflammatorisches Zytokinprofil.

Eine Protein Z abhéngige Protease Inhibitor (ZPl)-Defizienz bewirkt nach Induktion
der GSR eine aggravierte, septische Koagulopathie mit akzelerierter Ausbildung einer
disseminierten intravasalen Koagulopathie.

Im Umkehrschluss hat PZ eine anti-inflammatorische und ZPl eine anti-

koagulatorische Potenz wahrend einer GSR.
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