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1. Einleitung

Die Sepsis ist eine geflurchtete Komplikation im Rahmen allgemein-
viszeralchirurgischer Operationen und ist trotz des stadndigen medizinischen
Fortschrittes in Diagnostik und Therapie immer noch mit einer hohen Morbiditat und
Mortalitat verbunden. Neben dem akuten Myokardinfarkt und der koronaren
Herzerkrankung ist die Sepsis die dritthaufigste Todesursache in Deutschland und
die haufigste auf nicht kardiologischen Stationen [1-3]. Durch die Zunahme von
Antibiotikaresistenzen und immunsuppressiver Verfahren, die Indikationsausweitung
invasiver Methoden als auch die epidemiologische Entwicklung mit einer immer alter

werdenden Bevdlkerung ist die Sepsis mit einer steigenden Inzidenz assoziiert [4, 5].

Zweithaufigste Ursache fur eine schwere Sepsis sind nach den Atemwegsinfektionen
intraabdominelle Foki. Weiterhin konnen katheter- oder fremdkoperassoziierte
Infektionen, chirurgische Infektionen, die invasive Candidose bei

Immunsupprimierten und die bakterielle Meningitis ursachlich sein.

In Deutschland liegt die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen fur die Sepsis bei bis
zu 79.000 (85-116/100.000 Einwohner) bzw. 75.000 (76-110/100.000 Einwohner) fir
die schwere Sepsis [2, 6]. Das Kompetenznetzwerk Sepsis (SepNet) ermittelte eine
Pravalenz von 12,4% fur die Sepsis sowie 11% flir die schwere Sepsis und den
septischen Schock auf deutschen Intensivstationen reprasentativ ausgewahlter
Krankenhauser. Die Mortalitat schwankt dabei je nach Studie und Schweregrad der
Sepsis zwischen 20 bis 60% [4, 5, 7, 8]. In einer weltweit durchgeflihrten Studie
konnte fur Deutschland eine Mortalitatsrate von 39,2% auf Intensivstationen und von
49,6% fur die Gesamtkrankenhausmortalitat errechnet werden. Dies ist ungefahr
deckungsgleich mit den Zahlen von Engel et al., der eine Krankenhausmortalitat von
55% fur die schwere Sepsis anfuhrt. Neben der hohen Mortalitat im akuten
Erkrankungsfall ist die Einjahresprognose ebenfalls ernuchternd. So leben zum einen
12 Monate nach Erkrankungsbeginn weniger als die Halfte der Patienten [9] und zum
anderen haben die Patienten eine signifikant herabgesetzte Lebensqualitat im

Vergleich zur Normalbevolkerung [10, 11].



Die Kosten, die fur die Behandlung des Krankheitsbildes Sepsis aufgewendet
werden, sind enorm und verschlingen einen Grolteil des Budgets fur die gesamte
Intensivmedizin. Insgesamt geht das Budget flir die Gesamttherapie der Sepsis,
angefangen vom intensivmedizinischen Aufenthalt bis hin zur Anschlussheil-
behandlung in den Milliarden Euro-Bereich, je nach Gesundheitssystem und

Berechnung der Pravalenz [2].

Die Grundpfeiler der Sepsistherapie basieren auf der Fokussanierung und der
antimikrobiellen Therapie. Die antimikrobielle Therapie sto3t jedoch immer mehr an
ihre Grenzen durch die Zunahme von Antibiotikaresistenzen. Alle weiteren
Therapieansatze kdonnen nicht mehr als kausal, sondern vielmehr als supportiv oder
adjunktiv angesehen werden [12]. Als wichtigste supportive Malihahmen zahlen der
Einsatz von kreislaufunterstitzenden Medikamenten (Katecholaminen) und die
Volumensubstitution mit dem Ziel einen ausreichend hohen mittleren arteriellen
Druck aufrecht zu halten, damit das geflrchtete Multiorganversagen (MOV)
verhindert werden kann. Ursachlich fur das Entstehen der Organdysfunktion ist die
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation durch einen Zusammenbruch der
Endothelbarriere. Die genauen pathophysiologischen Mechanismen sind bis heute
noch weitgehend ungeklart. Ein moglicher Mechanismus kdnnte jedoch die Endothel-

Leukozyten-Interaktion darstellen.

Auf Grundlage dieser klinischen Problematik und der bisherigen wissenschaftlichen
Beobachtungen untersucht die nachfolgende Arbeit, die Endothel-Leukozyten-
Interaktion mittels FX06 zu modifizieren und somit ein mogliches neues Target in der

Behandlung der Sepsis aufzuzeigen.



2. Grundlagen

2.1. Definition und Einteilung der Sepsis

Der Begriff der Sepsis fand schon im Zeitalter von Hippokrates Erwahnung, wurde
jedoch erst durch den Arzt Hugo Schottmdller im Jahre 1914 naher definiert: , Eine
Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Koérpers ein Herd gebildet hat, von
dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen,
und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive

Krankheitserscheinungen ausgeldst werden.” [13]

Heutzutage wird die mikrobielle Sepsis unter Berucksichtigung des aktuellen
Wissenstandes wie folgt definiert: ,Die Sepsis wird ausgelést durch pathogene
Mikroorganismen und deren Produkte und fihrt zu einer endogenen Bildung und
Ausschittung von humoralen und zellulédren Mediatoren. In Abgrenzung zu einer
Infektion ist sie dadurch gekennzeichnet, dass es dem Wirt nicht gelingt, die

inflammatorische Reaktion lokal zu begrenzen.” [2]

Im Laufe der Zeit erkannte man, dass auch nicht infektiose Stimuli wie etwa
Verbrennungen, die nicht infektiose Pankreatitis, Traumata, Ischamien,
Intoxikationen und Vaskulitiden ein septisches Krankheitsbild auslosen kdnnen. Aus
diesem Grund erfolgte im Jahre 1991 im Rahmen des Consensus Conference des
American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine

folgende Einteilung und Definition der Sepsis [14, 15]:

Eine systemische inflammatorische Reaktion (systemic inflammatory response
syndrome, SIRS) ist gekennzeichnet durch das Vorliegen von mindestens zwei der

nachfolgenden Kriterien:

* Korpertemperatur: >38°C oder <36°C
* Herzfrequenz: >90/min
* Atemfrequenz: >20/min oder p,CO, <32mmHg (<4,3kPa)



* Leukozyten: >12.000 Zellen/pl oder <4.000 Zellen/pl oder 210%
unreife Neutrophile

Als Sepsis ist eine systemische inflammatorische Reaktion definiert, die durch einen

infektiosen Fokus verursacht wird.

Die schwere Sepsis geht einher mit Hypoperfusion, Hypotonie oder
Organdysfunktion, was sich als Laktatazidose, Oligurie oder akute Anderung der
Bewusstseinslage aufdern kann. Als sepsisinduzierte Hypotonie wird ein systolischer
Blutdruck von <90mmHg oder ein Abfall des systolischen Blutdruckes von 240mmHg
vom Ausgangswert bezeichnet. Besteht die Hypotension mit Hypoperfusion und
Organdysfunktion trotz adaquater Volumensubstitution weiter, so spricht man vom

septischen Schock.

Ein weiterer oft benutzter Begriff ist das ,Multiorganversagen®, was das gleichzeitige
oder in rascher zeitlicher Abfolge auftretende Versagen von mindestens zwei
Organsystemen beinhaltet. Vorbestehend ist in diesem Falle zumeist schon ein

Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS).

Tab. 1: Sepsisdefinition entsprechend der Konsensuskonferenz 2001*

I. Nachweis einer Infektion oder Verdacht auf eine Infektion + einige der folgenden

Kriterien:

Allgemeine Parameter
- Fieber (>38,3°C) oder Hypothermie (<36°C)
- Tachykardie (90/min oder >2-fache der Standardabweichung vom
Normalwert
- Tachypnoe (>30/min)
- Eingeschrankter neurologischer Status
- Odeme oder positive Flissigkeitsbilanz (>20ml/kg/24h)
- Hyperglykamie (BZ >120mg/dl oder 7,7mM/I)



Inflammatorische Parameter
- Leukozytose (>12.000/ul) oder Leukopenie (<4000/ul) oder Normwert mit
>10% unreifen Formen
- C-reaktives Protein (>2fache Standardabweichung Gber Normwert)

- Prokalzitonin (>2fache Standardabweichnung tber Normwert)

Hamodynamische Parameter
- Hypotonie (systol. Blutdruck <90mmHg, mittlerer arterieller Blutdruck
<40mmHg oder Abfall <2fach Standardabweichung unter Normwert)
- Gemischtvenodse Sattigung <70%

- Herzindex <3,5l/min/m?

Organdysfunktion
- Arterielle Hypoxamie (paO2/FiO2 <300)
- Akute Oligurie (<0,5ml/kg/h oder 45mmol/l fur =22h)
- Gerinnungsstorung (INR >1,5 oder PTT >60s)
- Hyperbilirubinamie (Bilirubin >4mg/dl oder >70mmol/l)
- lleus (Fehlen von Darmgerauschen)
- Kreatininanstieg um =0,5mg/dI
- Thrombozytopenie (<100.000/ul)

Gestorte Gewebeperfusion

- Erhdhtes Laktat (1mmol/l)

- Reduzierte kapillare Fullung oder Marmorierung
1, 2]

Tab. 2: Sepsisdefinition und Schweregrad entsprechend der S-2-Leitlinie der
Deutschen Sepsis-Gesellschaft und der Deutschen Interdisziplindaren
Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin 2005*

I. Nachweis einer Infektion Uber den mikrobiologischen Nachweis oder durch

klinische Kriterien




II. Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS, mindestens 2 Kriterien)
- Fieber (>38,3°C) oder Hypothermie (<36°C)
- Tachykardie 290/min
- Tachypnoe (=30/min) oder Hyperventilation (paC0O2<4,3kPa bzw.
<33mmHg)
- Leukozytose (=212.000/mm3) oder Leukopenie (<4000/mm3) oder 210%

unreife Neutrophile im Differenzialblutbild

[ll.  Akute Organdysfunktion (mindestens 1 Kriterium)

- Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit,
Unruhe, Delirium

- Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten >30%
innerhalb von 24h oder Thrombozytenzahl <100.000mm?

- Arterielle Hypoxamie: p,O, <10kPa (<75mmHg) unter Raumluft oder
Pa02(FiO2-Verhaltnis <33kPa (<250mmHg) unter Sauerstoffapplikation

- Renale Dysfunktion: Diurese <0,5ml/kg/h flr wenigstens 2h trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder Serumkreatininanstieg >2-
fach oberhalb des Ublichen Referenzbereichs

- Metabolische Azidose: Base Excess <-5mmol/l oder Laktatkonzentration

>1,5-fach oberhalb des Ublichen Referenzbereichs

Einteilung der Schweregrade:

Sepsis: Vorliegen der Kriterien | und Il

Schwere Sepsis: Vorleigen der Kriterien |, Il und IlI

Septischer Schock: Vorliegen der Kriterien | und Il sowie fur wenigstens 1h ein
systolischer arterieller Blutdruck <90mmHg bzw. ein arterieller Mitteldruck <65mmHg
oder notwendiger Vasopressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck
290mmHg oder den arteriellen Mitteldruck =265mmHg zu halten. Die Hypotonie
besteht trotz adaquater Volumengabe und ist nicht durch andere Ursachen zu
erklaren.

*12, 12]




2.2. Immunsystem

2.2.1. Grundlagen des Immunsystems
Myriaden von potentiellen Krankheitserregern stehen dem menschlichen Organismus
jederzeit gegenuber und versuchen die verschiedenen Abwehrbarrieren und —

systeme zu Uberwinden.

Grob orientierend verfugt der menschliche Organismus Uber zwei unterschiedliche
Systeme zur Abwehr dieser Krankheitserreger: das angeborene und das erworbene
Immunsystem. Beide Systeme sind eng miteinander vernetzt und beeinflussen sich
gegenseitig. In den allermeisten Fallen, ca. zu 99%, werden mdgliche Infektionen
durch das angeborene Immunsystem beherrscht [16]. In vorderster Front stehen
dabei die natlrlichen Barrieren wie Haut als auch Schleimhaute. Diese Barrieren
bilden zum einen Uber Zell-Zell-Kontakte (z.B. Tight junctions) eine mechanische
Grenze und zum anderen schaffen sie ein antimikrobielles Milieu durch die Sekretion
von Mukus, verschiedensten Enzymen und Peptiden [17, 18]. Uberwinden
pathogene Strukturen die naturlichen Barrieren stehen dem angeborenen

Immunsystem nun humorale, als auch zellulare Abwehrmechanismen zur Verfigung.

Zu den humoralen Faktoren gehdren neben unspezifischen antibakteriellen und
antiviralen Stoffen, wie zum Beispiel das hepatisch generierte C-reaktive Protein
oder das Enzym Lysozym, vor allem das Komplementsystem, das Uber verschiedene
Wege kaskadenartig aktiviert werden kann. Es fuhrt zur Zelllyse bzw. zur

Verbesserung der Phagozytose durch Opsonierung [19-26].

Zu den zellularen Komponenten gehdéren Makrophagen/Monozyten, dendritische
Zellen und polymorphkernige Leukozyten (Granulozyten). Diese Zellen werden auch
als professionelle ,Fresszellen“, Phagozyten, bezeichnet. Dartber hinaus spielen
Endothel- und Kupferzellen als nicht professionelle Phagozyten eine wichtige Rolle.
Die Zellen des angeborenen Immunsystems werden durch ,Danger associated
molecular patterns (DAMPs) aktiviert. Unter DAMPs werden spezifische
Strukturproteine von bakteriellen Pathogenen (,pathogen associated molecular
patterns, PAMPs) und Alarmine, die aus affektiertem oder aus geschadigtem

Gewebe freigesetzt werden, subsumiert [27-30]. Die Erkennung von DAMPs und die
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damit verbundene Auslésung einer inflammatorischen Reaktion durch Phagozytose
der pathogenen Strukturen sowie Ausschuttung von Zytokinen und Chemokinen
werden durch ,Pattern recognition receptors® (PRR) gewahrleistet [19]. Einer der
bekanntesten Vertreter in der Gruppe der PRRs ist der Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4),
der nach Bindung von Lipopolysaccharid, ein PAMP von gramnegativen Bakterien,
eine intrazellulare Signalkaskade aktiviert mit dem Ergebnis einer gesteigerten

Transkription von proinflammatorischen und regulatorischen Genen [19, 27, 31-34].

Ziel der Phagozytose der pathogenen Antigene mit nachfolgender Zelllyse und
Prozessierung [31, 35, 36] sowie der Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen ist
die Rekrutierung weiterer Abwehrzellen und die Unterbindung einer weiteren

Erregerausbreitung.

Die professionellen Phagozyten als antigenprasentierende Zellen verstehen sich als
das Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem (erworbenem) Immunsystem
[37]. Proteinfragmente (Epitope) der prozessierten pathogenen Antigene werden
Uber spezielle Molekile (HLA-Komplex) den naiven T-Zellen des erworbenen
Immunsystems prasentiert. Neben dem MHC/Epitop-Komplex werden noch weitere
kostimulatorische Moleklle auf der Zelloberflache vermehrt exprimiert, um eine

adaquate Zell-Zellinteraktion zu gewahrleisten [18, 38, 39].

In Abhangigkeit der Prasentation des Epitops Uber die HLA-Molekile und der
begleitenden Zytokinausschuttung entwickeln sich verschiedene T-Helfer-Subpopu-
lationen [40, 41]. Neben den T-Zellen gehéren auch noch die B-Zellen zum adaptiven
Immunsystem. Durch die Interaktion von T- und B-Zellen kommt es zur Ausbildung
einer ,immunologischen Synapse® [42] mit dem Ergebnis der Antikdrpersynthese und
B-Zellproliferation [18, 43-45]. Die Fahigkeiten dieser Antikdrper sind vielfaltig und
kbnnen von neutralisierend, opsonierend als auch agglutinierend bis hin zur

Verbesserung der Phagozytose und Zytotoxizitat reichen [18].

2.2.2. Homoostase des Immunsystems
Das Immunsystem in seiner ganzen Komplexitat ist fir das Uberleben des
menschlichen Organismus unabdingbar. Ein Ungleichgewicht zwischen pro- und

antiinflammatorischen Prozessen fuhrt zur Entstehung krankhafter Prozesse. Eine
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Uberschiefende Immunreaktion im Sinne einer Hyperinflammation ohne
Gegenregulation findet sich zum Beispiel bei den chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen und bei Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises aber
auch beim Diabetes mellitus Typ |. Eine Immunsuppression kann wiederum zu
malignen Prozessen und zu einer gesteigerten Infektionsanfalligkeit fUhren. Es lasst
sich also leicht ableiten, dass die Feinregulation immunologischer Prozesse fur die
Homdostase des menschlichen Mechanismus von ganz entscheidender Bedeutung
istt. Beim SIRS bzw. bei der Sepsis kommt es zu einer Dissoziation der
physiologischen Antwort auf einen pathogenen Stimulus mit der Folge der
Entkoppelung der Abwehrreaktion von der eigentlichen Krankheitsursache. Die
immunologische Antwort steht in keiner Relation mehr zum urspringlichen Stimulus

und kann schlussendlich einen letalen Ausgang nehmen.

2.3. Pathophysiologie der Sepsis

Lange Zeit wurde die Sepsis mit ihren Folgeerscheinungen fast ausschliefdlich als
eine Uberschiellende proinflammatorische Aktivierung des Immunsystems mit
kaskadenartiger Amplifikation als Antwort auf einen infektidsen Stimulus oder eine
schwerwiegende Gewebeschadigung angesehen [28]. Die korpereigene Reaktion
wurde somit als eine unkontrollierte Hyperinflammation bezeichnet [46]. Die
Antiinflammation als physiologischer Gegenspieler wurde lange Zeit gar nicht oder

nur tangentiell beachtet.

Gegenwartig ist man von diesem Konzept durch neuere Erkenntnisse abgerickt und
geht von einem biphasischen Verlauf der Immunreaktion in der Sepsis aus. Der
initialen proinflammatorischen Reaktion (SIRS) folgt eine antiinflammatorische Phase
als Kompensation (,Compensatory anti-inflammatory response syndrome®, CARS)
[36, 47, 48]. Dabei kdonnen jedoch auch beide Phasen deckungsgleich verlaufen, so
dass ein ,Mixed antagonists response syndrome® (MARS) vorliegt [49, 50] (siehe
Abb.1.1.).

Ein lokal begrenzter Insult unterschiedlichster Genese fuhrt zu einer Aktivierung des
angeborenen Immunsystems mit Brickenschlag zum erworbenen Immunsystem. Ab
einem bestimmten Schweregrad bleibt die physiologische Inflammation zur Abwehr

pathogener Strukturen nicht mehr lokalisiert, sondern es kommt zu einer
9



Aggravierung der Geschehnisse mit konsekutiver systemischer Ausbreitung von
proinflammatorischen Zytokinen (z.B. TNF-a, IL-1, IL-6) und Chemokinen (z.B. MCP-
1) [17, 51].

‘ Letaler
Hyper- | Schock
inflam-
mation /
(SIRS) Septischer Schock
;'l '/ MARS
k
|
Anti-
inflam-
:2?::2) Immunparalyse
Tod

Tag

Abb. 1.1.: Biphasischer Verlauf der Sepsis, modifiziert nach [93]; SIRS: Systemic inflammatory response
syndrome; CARS: Compensatory anti-inflammatory response syndrome; MARS: Mixed antagonists response
syndrome

Dadurch kommt es zur weiteren Rekrutierung immunkompetenter Zellen, zur
Aktivierung von Endothelzellen mit Hochregulierung von endothelialen und zellularen
Adhasionsmolekilen um die Diapedese und die schon aktivierten Entzindungszellen
noch besser zum Ort des Geschehens zu rekrutieren [32, 35, 51-54]. Darlber hinaus
wird die Gerinnungskaskade aktiviert und die Produktion von Proteasen und
Sauerstoffradikalen gesteigert. Parallel dazu werden Akute-Phase-Proteine, Cortisol
und Katecholamine, als auch antiinflammatorische Zytokine (z.B. IL-10, IL-12)
freigesetzt [27, 49, 50, 52, 53, 55-61].

Die Apoptose von Lymphozyten und dendritischen Zellen fuhrt zu einer
immunologischen Anergie und somit zu einer erhohten Suszeptibilitat fur
nosokomiale Infektionen [28, 62-68]. Die unverminderte oder gar herabgesetzte

Apoptoserate von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten bei gleichzeitig
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uberschielRender Produktion von Proteasen und Sauerstoffradikalen resultiert in

einer Aggravierung der Organschaden.

Die freigesetzten proinflammatorischen Zytokine fuhren dardber hinaus zu einer
Endotheldysfunktion mit erhdhter Expression von Adhasionsmolekulen und
Stickstoffmonoxid (NO), sowie im weiteren Verlauf zu einer Apoptoseinduktion. Des
weiteren kommt es zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems mit Stérung der
Homdostase zu Gunsten der prokoagulatorischen Faktoren durch die vermehrte
Expression von Tissue Factor und die Herunterregulation von antithrombotischen
Faktoren [69-71]. Das Ergebnis ist eine endotheliale Permeabilitatssteigerung mit
Austritt von intravasaler FlUssigkeit in den Extrazellularraum und konsekutiv eine
systemische Hypotension mit unzureichender Organperfusion. Die Aktivierung des
Gerinnungssystems fuhrt im schlimmsten Fall zur disseminierten intravasalen
Gerinnungsstorung (DIC), bei der Thrombusbildung und Blutung durch den

Verbrauch von Gerinnungsfaktoren gleichzeitig vorliegen [52, 55, 69].

Auf der Endstrecke der Sepsis kommt es zu einem Multiorganversagen (MODS).
Bedingt ist dieses klinische Bild zum einen durch die verminderte
Sauerstoffversorgung der Organe durch Mikrothromben und hypotensionsbedingte
Minderperfusion und zum anderen durch eine mitochondriale Dysfunktion, die durch
die in der Sepsis vermehrt gebildeten Sauerstoffradikale und Stickstoff-

monoxidmolekule verursacht wird [72, 73].

Das kardiovaskulare System wird kompromittiert durch die Stickstoffmonoxid (NO)
vermittelte Hypotension mit Stérung von Vor- und Nachlast sowie allgemeiner
myocardialer Dysfunktion [55]. Der renale Funktionsverlust reicht bis zum akuten
anurischen Nierenversagen und ist begrindet durch Hypoperfusion, Zellapoptose
und zytotoxische Effekte [52, 55]. Das pulmonale Versagen auflert sich in einer
Globalinsuffizienz mit Hypoxamie und Hyperkapnie bis hin zum ARDS durch die

gesteigerte GefaRpermeabilitat mit konsekutiver Odembildung [74].

2.4. Besonderheiten der abdominellen Sepsis
Das Intestinum fand lange Zeit in der Pathogenese der Sepsis und des

Multiorganversagens keine wirkliche Berucksichtigung. Heute wei® man, dass der
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Darm nicht ein ,stiller Teilhaber®, sondern vielmehr einen ,Motor” in der Entstehung

der Sepsis darstellen kann [75, 76].

Erstmals berichteten Wolochow et al. im Jahre 1966 von der ,bakteriellen
Translokation® [77]. Dieser Begriff charakterisierte den Ubertritt von eigentlich
intraluminal lokalisierten Bakterien Uber die intestinale Barriere in die
Peritonealhdhle. In den Folgejahren wurde durch verschiedene Arbeiten gezeigt,
dass es bei kritisch kranken Patienten zu einer Schrankenstorung der epithelialen
Barriere kommt und somit eine Translokation von Bakterien und Endotoxinen
moglich ist. Im Ergebnis kommt es zu einer systemischen Inflammation und zum

Multiorganversagen [78-81].

2.4.1. Pathophysiologie der abdominellen Sepsis

Die Pathogenese und die einzelnen funktionellen Mechanismen die zur epithelialen
Schrankenstorung fuhren, liegen bis heute noch weitgehend im Verborgenen.
Bekannt ist, dass es durch Zytokine, wie z.B. TNF-a, zu einer Desintegration von
Junktionsproteinen zwischen den einzelnen Enterozyten kommt [20]. Daruber hinaus
spielen neben der rein mechanischen Betrachtung der Darmbarriere wohl aber auch
noch weitere Faktoren eine entscheidende Rolle bei der bakteriellen Translokation.
Die Anwendungen von Breitspektrum-Antibiotika verursachen eine Alteration der
physiologischen Darmflora, was ein Ungleichgewicht und somit einen Verlust der
mikrobiellen Resistenz bedingt [82]. Ein weiterer Schutzmechanismus ist die lokale
wirtseigene Abwehrfunktion des Darmepithels durch die Sekretion von Mukus und
Immunglobulin A. Auch hier fUhren Alterationen zu einem Ungleichgewicht der
bakteriellen Besiedlung mit Ubergewicht gram-negativer Bakterien [83]. Die finale
Verteidigungslinie“ ist die ,Darm-Leber-Achse”. Es wird vermutet, dass es auch unter
physiologischen Zustdnden zu einem geringen Ubertritt von Endotoxinen in das
portalvendse Blut kommt. Diese PAMPs sind im physiologischen MalRe wichtig fur
die Stimulation des retikuloendothelialen Systems der Leber. Allen voran die
leberstandigen Makrophagen (Kupfer-Sternzellen) sind ein Hauptfaktor in der
Elimination von PAMPs aus dem Pfortaderkreislauf [76, 84, 85].

Der Stellenwert der bakteriellen Translokation ist nicht eindeutig geklart. Der

wichtigste pathophysiologische Effekt scheint eine im Rahmen der Sepsis
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entstehende relative Hypoperfusion durch erhdhten Sauerstoffbedarf mit
konsekutivem Schleimhautédem und Epithelnekrosen zu sein. Dadurch kommt es im
Folgenden zu einer massiven Zytokinproduktion und zur Aktivierung von im Darm
assoziiertem lymphatischen Gewebe (GALT) beheimateten neutrophilen
Granulozyten [86-89]. Die freigesetzten Zytokine erreichen die systemische
Makrozirkulation Uber den Ductus thoracicus in enger Nachbarschaft zur pulmonalen
Mikrozirkulation. So konnten verschiedene Arbeiten zeigen, dass es durch im Darm
generierte und Uber den Ilymphatischen Weg transportierte Zytokine zum

Lungenversagen kommt [90-92].

Neben den hier geschilderten zellbiologischen Besonderheiten des Organsystems
Darm gibt es noch weitere anatomische und pathophysiologische Punkte zu
bedenken. Die Bauchhohle wird durch das parietale und viszerale Peritoneum
(Bauchfell) ausgekleidet und unterteilt die Bauchhdhle in mehr oder weniger
kommunizierende Raume durch die Anheftungsstellen am Mesenterium und durch
die Verwachsungen mit den sekundar retroperitoneal gelegenen Organen. Zusatzlich
findet das angeborene Immunsystem seine intraabdominelle Erweiterung im
Omentum majus, das bis zu einem bestimmten Grad intraabdominelle
Entzindungsfoci abgrenzen und somit eine weitere systemische Ausbreitung

verhindern kann [93].

2.4.2. Klassifizierung der abdominellen Sepsis

Die abdominelle Sepsis kann definiert werden als eine intraabdominelle Infektion mit
extraperitonealer Begleitreaktion. Die intraabdominelle Infektion spiegelt sich dabei
als Peritonitis wieder [93]. In Abhangigkeit von der Pathogenese unterscheidet man
zwischen einer primaren (nach hamato- oder lymphogener Streuung, z.B. spontan
bakterielle Peritonitis), sekundaren (bei Hohlorganperforation oder Abszessen, z.B.
perforierte Sigmadivertikulitis) und tertiaren Peritonitis (Persistenz der Infektion trotz
Fokussanierung). Eine weitere Differenzierung der Peritonitis kann anhand der
Qualitat des intraabdominell vorherrschenden Sekrets erfolgen. Hier unterscheidet
man gallige, fibrinése, putride und kotige Peritonitiden. Das Behandlungsregime der
abdominellen Sepsis beinhaltet die breite antibiotische Therapie, die Stabilisierung

dysregulierter Organfunktionen und die Fokussanierung [94-96]. Das Repertoire der
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chirurgischen Fokussanierung kann dabei von der Ubernéhung, Débridement und
Lavage bis zur Resektion reichen. Ein interventionelles Vorgehen ist jedoch je nach

Befund auch denkbar (z.B. perkutane Drainageneinlage).

Pathophysiologisch bzw. infektionsimmunologisch ergeben sich bei bestimmten
Formen der abdominellen Sepsis Besonderheiten. Der biphasische Verlauf der
Sepsis bedingt im zweiten Teil ein Ubergewicht antiinflammatorischer Zytokine, eine
Reduktion monozytarer HLA-DR-Expression und eine Immunparalyse durch

Apoptose peripherer immunkompetenter Zellen [97-101].

Durch elektive chirurgische Eingriffe kommt es in ahnlicher Art und Weise zu einer
Immunparalyse [102-107]. Entwickeln Patienten in dieser Phase der Immunparalyse
eine Peritonitis, ist dies automatisch mit einer erhdhten Letalitat verbunden durch die

Unfahigkeit eine adaquate Immunantwort zu generieren.

Das postoperative Auftreten abdomineller Peritonitiden mit konsekutiven septischen
Komplikationen muss auf Grundlage der hier beschriebenen
infektionsimmunologischen Besonderheit getrennt von anderen abdominellen
Sepsisformen betrachtet werden. Maier et al. klassifizieren daher die abdominelle
Sepsis bei sekundarer Peritonitis in eine Typ A- (,spontaneously acquired abdominal
sepsis, SAASY) und Typ B-Sepsis (,postoperatively acquired abdominal sepsis,
PAAS®). Der Typ B-Sepsis ist ein chirurgischer Eingriff vorausgegangen, so dass
eine supprimierte Immunantwort vorliegt trotz eines ,zweiten“ infektiologischen
Stimulus [93].

2.5. Sepsismodelle

Fir das Erlangen bzw. die Erweiterung des grundlagenwissenschaftlichen
Verstandnisses uUber das Krankheitsbild der SIRS und Sepsis mit konsekutiver
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze ist die Verwendung tierexperimenteller
Modelle unabdingbar. Bei der Verwendung von Tiermodellen muss man
bertcksichtigen, dass die Sepsis ein komplexes und multifaktorielles Krankheitsbild
darstellt und somit nicht immer in Ganze in einem Modell abgebildet werden kann.
Zum anderen versucht man bei den Tiermodellen mdglichst gleiche Bedingungen fur

die Versuchsreihen zu schaffen und bedient sich aus diesem Grunde bei gesunden
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(Inzucht-)Tieren gleichen Alters und Geschlechts. Diese Bedingungen sind in der
taglichen Praxis nur bedingt vorzufinden [108]. Des Weiteren ist der zeitliche Verlauf
des Krankheitsverlaufes im Tiermodell begrenzt auf eine Zeitspanne von Stunden bis
ein paar Tage. Im menschlichen Organismus kann der Zeitraum mehrere Tage bis

Wochen bei maximaler intensivmedizinischer Therapie betragen.

Prinzipiell lassen sich 3 Grundmodelle in der Sepsisforschung unterscheiden:
1. Die Inokulation / Infusion lebender Bakterien,

2. Die intravendse Infusion von Toxinen (,Endotoxin-Modell®) oder

3. Die Induktion eines Infektfokus.

2.5.1. Inokulation von Bakterien

Die Inokulation von Bakterien in die Versuchstiere fuhrt zu einer raschen und sehr
ausgepragten Instabilitdt der hamodynamischen Funktion mit Abnahme des
kardialen Auswurfs. Das Modell spiegelt somit nur einen kleinen Teil der
Pathogenese wieder und die Tiere versterben nach einer sehr kurzen Zeit. Daruber
hinaus sind groRRe unphysiologische Mengen des zu inokulierenden Bakteriums
notwendig um die angeborene Immunantwort zu durchbrechen. Charakteristisch sind
bei diesem Modell die sehr hohen proinflammatorischen Zytokinspiegel. Insgesamt
hat dieses tierexperimentelle Sepsismodell groRe Limitationen, da der klinische
Sepsisverlauf mit der komplexen wirtseigenen Immunantwort nicht wiedergegeben
werden kann [108-110].

2.5.2. Endotoxin-Modell

Bei diesem Modell werden mikrobielle Toxine oder andere TLR-Agonisten intravends
injiziert. Am haufigsten wird hierbei LPS verwendet. Der grof3e Vorteil dieses Modells
ist die einfache Handhabung und Reproduzierbarkeit. Nachteilig ist, dass das Toxin
nur Uber einen bestimmten Zeitraum appliziert wird und somit das Kriterium der
kontinuierlichen Erregerfreisetzung aus einem Fokus nicht erfillt werden kann. Zum
anderen sind auch bei diesem Modell die Zytokinspiegel weitaus hoher als in der

klinischen Praxis. Das Endotoxin-Modell ist sicherlich eine gute Weiterentwicklung
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gegenuber dem erstgenannten Modell der Bakterieninokulation, spiegelt jedoch auch

nicht die Komplexitat des septischen Krankheitsverlaufes wider [108-110].

2.5.3. Induktion eines lokalen Infektfokus

Der augenscheinlichste Nachteil der oben genannten Modelle ist das Fehlen eines
Infektfokus mit der permanenten Freisetzung von pathogenen Strukturen. Daraus
resultierend ist die Imitation des klinischen Sepsisverlaufes bestehend aus hyper-
und hypodynamer Phase schwer zu realisieren. Aus diesem Grund wurden Modelle
mit Induktion eines septischen Fokus entwickelt. Fihrend sind dabei die Induktion
einer Pneumonie oder einer Peritonitis [110]. Nachfolgend soll das Hauptaugenmerk

auf die Peritonitismodelle gelegt werden.

2.5.3.1. Cecal Ligation and Puncture

Bei dem Modell ,Cecal Ligation and Puncture” (CLP) wird das Zékum aboral der
lleozokalklappe ligiert und mit einer definierten Kanule punktiert. Dadurch kann sich
stuhliges und somit bakterienbelastetes Sekret in die Bauchhdhle entleeren und
schlussendlich eine Infektion induzieren. Vorteil dieses Modells ist die relativ
einfache Handhabung und das gemischte bakterielle Erregerspektrum. Nachteilig ist
eine interindividuelle Variabilitat im Krankheitsverlauf und eine eingeschrankte
Reproduzierbarkeit durch eine interindividuell unterschiedlich hohe Bakterienlast.
Zum anderen wird die CLP immer mehr als ein abdominelles Abszel3- und nicht als
Peritonitismodell betrachtet [111, 112].

2.5.3.2. Colon ascendens Stent Peritonitis

Das Modell der ,Colon ascendens Stent Peritonitis® (CASP) fuhrt durch die
Implantation eines definierten Stents in das Colon ascendens zu einem Ubertritt von
Faeces in die Bauchhohle. Das gemischte bakterielle Erregerspektrum fuhrt Gber
eine stuhlige Peritonitis zu einer systemischen Reaktion. Die CASP kommt somit
dem Verlauf einer Sepsis auf Grundlage eines abdominellen Fokus am nachsten. Die
CASP fuhrt zu einer Bakteriamie mit konsekutiven Multiorganversagen. Der

Sepsisschweregrad kann durch die Wahl des Stentdurchmessers modifiziert werden.
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Wie bei der CLP bestehen aber auch hier die Nachteile einer interindividuellen

Variabilitdt und eingeschrankten Reproduzierbarkeit [112].

2.6. Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten in das Gewebe ist ein zentraler
Schritt in der Pathophysiologie septischer Prozesse. Durch die Ausschittung von
Chemokinen und proinflammatorischen Zytokinen werden Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten angelockt und entlang eines Konzentrationsgefalles zum
Inflammationsherd dirigiert. Dabei kommt es durch die konsekutive Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zu einer vermehrten Expression von Adhasionsmolekulen
sowie durch die Chemokine zu einer Aktivierung der Leukozyten. Insgesamt resultiert
eine  Zunahme der Leukozyten-Endothel-Interaktion. Der Prozess der
Leukozytendiapedese in das geschadigte Gewebe ist ein feinregulierter Prozess.
Eine insuffiziente Diapedese kann eine Immunschwache bedingen. Eine
Uberschielende Leukozytenrekrutierung kann dagegen in einer autodestruktiven
Schadigung munden und somit einen Circulus vitiosus in Gang setzen durch die

Entstehung neuer DAMPs.

2.6.1. Leukozyten-Transmigration

Der Vorgang der Leukoztenrekrutierung bzw. -diapedese spielt sich hauptsachlich an
den postkapillaren Venulen ab und wird im klassischen Sinne in verschiedene
Schritte unterteilt: ,Tethering“ (,Anbindung®), ,Rolling“ (,Rollen®), ,Adhesion®
(,Adhasion®), ,Crawling“ (,Schleichen“) und schlussendlich ,Transmigration® [113,
114]. Dabei kommt es hauptsachlich zu einer parazellularen Transmigration im
Gegensatz zur ebenfalls bestehenden Mdoglichkeit der transzellularen

Transmigration.

Voraussetzung fur eine optimale Endothel-Leukozyten-Interaktion st die
Leukozytenmargination. Hierbei kommt es in den postkapillaren Venulen zu einer

Wanderung der Leukozyten aus der Strommitte in Richtung Endothel.

Bei Vorhandensein eines inflammatorischen Milieus mit den dazugehdrigen Zytokin-
und Chemokinspiegeln kommt es nach der Leukozytenmargination zum ,Tethering*

und ,Rolling“. Verantwortlich hierfir sind Selektine (L-, P-, E-Selektine), die entweder
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schon auf zirkulierenden Monozyten, Granulozyten oder Lymphozyten exprimiert
sind (L-Selektin), aus Weibel-Palade-Kdrperchen oder aus Thrombozyten freigesetzt
werden (P [platelet]- Selektin) bzw. de novo im Endothel synthetisiert werden (E
[endothelial]-Selektin) [115].

Durch das , Tethering“ und ,Rolling“ kdnnen die Leukozyten nun durch die im Bereich
des Endothels befindlichen Chemokine aktiviert werden. Hierdurch kommt es zu
einer Konformationsanderung der auf der Zelloberflache exprimierten Integrine (z.B.
.Lymphocyte function-associated antigen (LFA-1, CD11a/CD18, a.82) auf
Lymphozyten, MAC-1 (CD11b/CD18, amB2) und oxp2 (CD11c/CD18) auf
Granulozyten und Monozyten) mit dem Ergebnis einer Affinitatssteigerung mit

anschlieRender Adhasion der Leukozyten am Endothel (,Adhesion®).

Durch die Interaktion von Integrinen und endothelialen Adhasionsmolekulen (z.B.
ICAM-1 und ICAM-2 (Intercellular adhesion molecule-1/2), VCAM-1 (Vascular cell
adhesion protein 1) kommt es zu einer intrazelluldren Signaltransduktion via
GTPasen, was Veranderungen am Aktin-Zytoskelett bewirkt. Dies ist essentiell fur

die weitere Migration [115, 116].

Nach der Adhasion schlief3t sich der eigentliche Migrationsvorgang in Richtung der
grollten Konzentration chemotaktischer Stoffe an. Die einzelnen Schritte der
Diapedese sind bis heute in ihrer Komplexitat noch nicht vollstandig dargelegt.
Bekannt ist, dass neben den Integrinen und den oben genannten
Zelladhasionsmolekulen noch ein groRes Repertoire anderer Membranproteine von
Noten ist. Daruber hinaus kommt es bei der parazellularen Migration zu
Veranderungen des Junktionsproteines  VE-Cadherin  mit  konsekutiven
Veranderungen des Zytoskeletts durch Aktivierung intrazellularer GTPasen [117,
118]. Hierbei kommt es zu einer Schwachung der endothelialen Barriere durch die
Phosphorylierung von VE-Cadherin und zu einer Kontraktion der endothelialen Zellen
durch Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) [115, 116].

2.7. Fibrinogen und das Fibrin-Fragment B315-42
Fibrinogen ist ein Protein der plasmatischen Gerinnungskaskade, das nach deren

Aktivierung durch Thrombin in Fibrin gespalten wird. Primare Aufgabe ist die
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Ausbildung von Fibrinclots (Thrombus) im Falle einer vaskular-endothelialen
Schadigung um den Blutverlust mdglichst gering zu halten. DarUber hinaus ist
Fibrin(ogen) jedoch noch in vielen weiteren physiologischen als auch pathologischen
Prozessen partizipiert. Hierzu gehdéren zum Beispiel die Angiogenese,
inflammatorische Prozesse, Tumorwachstum oder die Wundheilung. Die
Interaktionen verlaufen dabei Uber mehrere, zum Teil noch unbekannte
Zellrezeptoren. Maogliche Interaktionspartner scheinen der leukozytare Rezeptor
MAC-1 und das endotheliale Adhasionsmolekil ICAM-1 zu sein. Daruber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Fibrin mit VE-Cadherin interagiert und die Ausbildung

von endothelialen Zellmembrankanalen unterstitzt. [119, 120].

Fibrinogen ist ein Multiproteinkomplex, der aus zwei Sets von je drei Polypeptid-
ketten besteht. Die Polypeptidketten Aa, BB und y sind Uber Disulfidbricken
miteinander verbunden und bilden mit ihrem N-terminalen Ende (NH;) die zentrale
E-Domane. Die C-terminalen Enden von B3 und y bilden die aul3en liegenden D-
Domaéanen und sind Uber ein sogenanntes ,coiled-coil* Segment mit der zentralen E-

Domane verbunden (siehe Abb. 1.2.).

Im Rahmen der aktivierten Gerinnungskaskade spaltet das aus Prothrombin
entstandene Thrombin jeweils an den N-terminalen Enden der Aa- und Bj-
Polypeptidketten eine definierte Polypeptidsequenz ab. Durch die Abspaltung der
hierbei entstandenen Fragmente, Fibrinopeptid A (FpA, Aa1-16) und Fibrinopeptid B
(FpB, BB1-15), ist nun durch die Exposition verschiedenster Bindungsstellen die
Polymerisation von Fibrin mdglich. Bei diesem Prozess wird u.a. auch die
Bindungsstelle fur VE-Cadherin im Bereich der BB-Kette zwischen der 15. und 42.
Aminosaure (BB15-42) ,freigelegt” [119, 121, 122]. Durch die Exposition von Bp315-
42 ist eine Bindung an VE-Cadherin moglich. Dadurch kann eine

Leukozytentransmigration stattfinden [123, 124].

Bei der Fibrinolyse spaltet Plasmin an verschiedensten Stellen Fragmente
unterschiedlichster Lange ab. Es entstehen dabei u.a. X- und Y-Fragmente, D-
Dimere, D- und E-Fragmente (FnE) sowie das Peptid Bf15-42 (siehe Abb. 1.2.).
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Abb. 1.2.: Struktur Fibrinogen, modifiziert nach [121]: Darstellung von Fibrinogen und Abspaltprozesse durch
Thrombin und Plasmin; Erklarung siehe Text; FpA: Fibrinopeptid A; FpB: Fibrinopeptid B

2.71. Klinische Anwendung von Bf15-42

Die Arbeitsgruppe um Petzelbauer et al. konnte im Jahre 2005 in einem
myokardialen Ischamie-Reperfusion-Modell zeigen, dass ein synthetisch
hergestelltes BR15-42 (FX06) die NSDKII vermittelte leukozytare Transmigration
durch eine kompetitive Bindung reduziert und somit den Reperfusionsschaden
vermindert [125]. Der protektive Charakter von FX06 konnte zudem noch in zwei
verschiedenen Schockmodellen bestatigt werden. Hierbei zeigten die mit FX06
behandelten Tiere sowohl im LPS-induzierten als auch im hamorrhagischen Schock

ein verbessertes Outcome [126, 127].

2.8. Fragestellung

Die heutigen Grundpfeiler der Sepsistherapie sind die Fokussanierung und die
antibiotische Therapie. Alle weiteren medikamentdsen oder interventionellen
Therapieansatze werden schon nicht mehr der kausalen, sondern der supportiven

bzw. adjunktiven Therapie zugerechnet. Hierbei zeigte sich jedoch in der
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Vergangenheit, dass trotz des medizinischen Fortschrittes die Morbiditat und

Mortalitat der Sepsis unverandert hoch sind.

Daruber hinaus stellten sich in vitro und im Tierexperiment vielversprechende
immunmodulatorische Therapieansatze in der klinischen Anwendung als nicht
geeignet dar. Mit dem ,Medikament” FX06 konnte dagegen sowohl tierexperimentell

als auch in einer Phase-II-Studie eine therapeutische Wirkung aufgezeigt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von FXO06 in einem Modell der polymikrobiellen

Sepsis zu evaluieren.
Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:

1. FUhrt die Applikation von FXO06 in der murinen polymikrobiellen Sepsis zu einem

besseren Outcome?

2. Kommt es unter der Applikation von FX06 zu einer Stabilisierung der pulmonalen

endothelialen Barriere?

3. Hat FX06 einen Einfluss auf die Freisetzung von pro- und antiinflammatorischen

Zytokinen in der Sepsis?

Um diese Fragestellungen beantworten zu konnen, werden im Folgendem das
CASP-Modell zur Induktion einer murinen polymikrobiellen Sepsis und die Evans-
Blue Methodik zur Darstellung der endothelialen Schrankenstérung verwendet. Dabei
gilt es die Hypothese einer mdglichen verminderten GefalRpermeabilitat in der
polymikrobiellen Sepsis mit konsekutiv verbessertem Outcome zu bestatigen bzw. zu

widerlegen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Laborgerate

Analysenwaage
Begasungsbrutschrank B 5060 EK/CO
Digitalwaage BL 150 S
Durchflusszytometer FACScan
Homogenisator Ultraturrax T25
Kriechrohre

pH - Meter inoLab

Pipetten

Spektrophotometer Ultrospec Il
Reagenzglasschuttler Vortex
Sterilwerkbank Microflow
Sterilwerkbank Herasaf
Wasserbad

Centrifuge 5415 R

3.1.2. Chirurgisches Besteck

Pinzette
Nadelhalter, Mikronadelhalter

Schere, Mikroschere

Sartorius AG, Goéttingen

Heraeus, Hanau

Sartorius AG, Goéttingen

Becton Dickinson, San Jose, USA
Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau
Eigenbau

WIW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Biochrom AG, Berlin

Merck Eurolab N.V., Leuven, Belgien
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Heraeus, Hanau

Medingen, Dresden

Eppendorf, Hamburg

Asanus, Neuhausen ob Eck
Asanus, Neuhausen ob Eck

Asanus, Neuhausen ob Eck
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3.1.3. Chirurgisches Nahtmaterial
Mariderm schwarz 7/0 USP

Polyester weil® 4/0 USP

Einmalkaniilen Neoject® 20G, 26G, 30G

Einmalskalpelle

3.1.4. Verbrauchsmaterialien
EDTA-Ro6hrchen

Einmalspritzen 1ml

Einmalspritzen Omnican®F 1ml
Einmalspritzen 5ml und 10ml Injekt
Halbmikrokuvetten
Hamatokritkapillaren

Leukoplast

Objekttrager Superfrost® Plus
Petrischalen

Pipettenspitzen
Venenverweilkanule 18G, 20G
Wattestabchen

Reaktionsgefale

Roéhrchen fur FACS-Analyse
Zentrifugenrohrchen Spitzboden 50 ml

Zentrifugenrohrchen Spitzboden 15 ml

Catgut GmbH, Markneukirchen
Catgut GmbH, Markneukirchen
Dispomed, Gelnhausen

Ansell Medical, Cergy Pontoise,

Frankreich

Becton Dickinson (BD), Heidelberg
Dispomed, Gelnhausen

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

BSN Medical GmbH, Hamburg
Menzel Glaser, Braunschweig
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

BD Venflon, Helsingborg, Schweden
care&serve

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

BD, Franklin lake, USA

Sarstedt, NUmrecht

23



Zentrifugenrohrchen Rundboden 10 ml

3.1.5. Reagenzien und Chemikalien

Aceton

Avertin (2,2,2-Tribromethanol)
CHAPS

Complete

EDTA

Ethanol unvergallt

Evans blue

FACS-Puffer

Formamide

Isotonische Natriumchlorid-Lésung
Natriumhydroxid (NaOH)

PBS, steril

Pefabloc
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Tween 20

2-Methyl-2-butanol

3.1.6. Kits

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
VWR,Darmstadt

Roche Mannheim

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Delta Select, Pfullingen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Die hier aufgefuhrten und verwendeten Kits waren gebrauchsfertig inklusive aller

nétigen Reagenzien und Chemikalien.
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Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kits Firma BD Biosciences

Mouse IL-18 ELISA Firma Bender
MedSystems

3.1.7. Puffer und Lésungen
Avertin-Stammldsung 1g: 19 2,2,2 Tribromethanol + 1 ml 2-Methyl-2-Butanol

bei 50°C im Wasserbad losen

Avertin-Gebrauchslosung 2,5%: 1ml der Stammlésung + 39 ml vorgewarmtes PBS

Organ-Lysepuffer: 0,125 mg CHAPS
2 Tabletten Complete
14,61 mg EDTA

11,97 mg Pefabloc

8,71 mg PMSF
50 ml PBS
3.1.8. Tiere
C57BL/6-Mause Charles River Deutschland, Sulzfeld

3.2. Tierversuche

3.2.1. Genehmigung der Tierversuche

Die Tierversuche wurden vor deren Durchfihrung gemal dem Tierschutzgesetz vom
Landesveterinar- und Lebensmitteluntersuchungsamt Mecklenburg-Vorpommern
unter dem Aktenzeichen 7221.3-1.1-026/08 genehmigt.
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3.2.1. Tiere und Tierhaltung

Fir die Versuche wurden ingeziuchtete weibliche 20 bis 25 g schwere C57BI/6-
Mause im Alter von 8-10 Wochen verwendet. Die Tiere wurden von der Firma
Charles River Deutschland, Sulzfeld, bezogen. Die Tierhaltung erfolgte in
Polycarbonatkafigen Typ lll auf Einstreu bei Pressfutter und Wasser ad libitum im
Tierstall der Klinik und Poliklinik flr Chirurgie, Abteilung flr Allgemeine Chirurgie,

Viszeral-, Thorax- und Gefallchirurgie.

Zur Sicherstellung konstanter Versuchsbedingungen wurden die entsprechenden
Versuchsgruppen mindestens eine Woche vor Beginn des Experiments unter
gleichen Lebensbedingungen in einem Stall gehalten. Alle Versuche wurden unter

Einhaltung der deutschen Tierschutzordnung durchgefuhrt.

3.2.2. Tiermodell: Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP)

Die CASP ist ein geeignetes chirurgisches Modell zur Induktion einer murinen
polymikrobiellen Peritonitis, die in ihrem weiteren Verlauf zu einer systemischen
Inflammation fuhrt. Mit dem CASP-Modell lasst sich die klinische Situation von

Patienten mit Anastomoseninsuffizienz nach gastrointestinalen Eingriffen simulieren.

Durch die Implantation eines Stents in das Colon ascendens wird eine kontinuierliche
Verbindung zwischen Darmlumen und Peritonealhdhle geschaffen, wodurch ein
Austritt von Faeces und Darmbakterien ermdglicht wird. Die Wahl der StentgroflRe
beeinflusst dabei die Zahl der in die Peritonealhdhle uUbertretenden Bakterien und
somit schlieBlich die Schwere der Infektion und die Letalitat. In der vorliegenden

Arbeit wurden alle Operationen mit einem Stent der Groflze 18G durchgefuhrt.

3.2.2.1. Anasthesie

Die Tiere werden mit 0,25 ml einer intraperitoneal applizierten 2,5%igen Avertin-
Lésung narkotisiert. Nach spatestens 5 Minuten sind die Tiere vollstandig
anasthesiert. Zur Uberpriifung der ausreichenden Narkosetiefe wird ein Schmerzreiz
an den Hinterlaufen und am Schwanzende gesetzt. Bei nicht ausreichender
Narkosetiefe werden gegebenenfalls 0,1 bis 0,2 ml Avertin-Lésung nachgespritzt.

Anzumerken ist, dass zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung (Februar — Oktober
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2008) Avertin fur die Anasthesie von Kleintieren noch nicht verboten war. Es fand zu

diesem Zweck haufig Anwendung.

3.2.2.2. Operation

3.2.2.2.1. Instrumentarium und Verbrauchsmaterialien

Es werden folgende Instrumente und Verbrauchsmaterialien verwendet:
1. Mikrochirurgisches Besteck mit Nadelhalter, Pinzette und Mikroschere
2. Nadelhalter
3. Schere
4. Pinzette
5. Wattestabchen
6. Venenverweilkatheter 18G
7. 5/0 Ethilon Faden
8. 7/0 Ethilon Faden
9. Physiologische Kochsalzlosung

10.  1ml Injektionsspritze

3.2.2.2.2. Laparotomie
Vor Beginn der Operation wird ein 18G-Venenverweilkatheter mit Hilfe einer Schere

etwa 3mm nach Beginn der Plastikummantelung zirkular eingekerbt.

Nach der Hautdesinfektion mit 70%igem Ethanol wird die Hautschicht auf einer
Lange von 15mm ausgehend von der Symphyse nach kranial mit einer Schere
durchtrennt. Durch leichtes Anheben der Bauchmuskelfaszie mit einer anatomischen
Pinzette demaskierte sich die Linea alba. Die Linea alba wird nun ebenfalls in

Langsrichtung mit einer Schere inzidiert und somit die Peritonealhdhle erdffnet.
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3.2.2.2.3. Implantation des Colonstents

Der Zokalpol wird mittels zwei Wattestabchen aufgesucht und zusammen mit dem
terminalem lleum und dem Colon ascendens aus der Peritonealhdhle vorsichtig
herausluxiert. Als nachstes wird die Serosa des Colon ascendens 15 mm distal der
lleozakalklappe streng antimesenterial mit Ethilon 7/0 tangential durchstochen. Oral
dieser vorgelegten Einzelknopfnaht wird das Colon ascendens nun mit dem
vorbereiteten Venenverweilkatheter punktiert. Dabei wird der Katheter soweit
vorgeschoben bis die Einkerbung auf Hohe der Serosa ist. Zur Sicherung des
Katheters werden die freien Enden des Fixierungsfadens um diesen geschlungen
und ein chirurgischer Knoten in die Einkerbung gelegt. AnschlieRend wird der
Katheter mit einem Stich durch die Darmwand auf der gegenlberliegenden Seite
nochmals fixiert. Nach der abgeschlossenen Fixierung wird die Nadel des
Venenverweilkatheters vorsichtig zurickgezogen und der stehenbleibende
Plastikschlauch etwa 1mm Uber Serosaniveau abgeschnitten. Durch vorsichtigen
Druck auf das Zdokum mittels Wattestabchen flllt sich der implantierte Stent mit
Faeces. Die ausgelagerten Darmanteile werden jetzt wieder in die Peritonealhdhle
zurUckverlagert. Dabei ist darauf zu achten, dass die Stentéffnung dem Peritoneum
anliegt. Vor dem Wundverschluss erfolgt eine Flussigkeitssubstitution intraperitoneal

mit 0,5ml physiologischer Kochsalzl6sung.

3.2.2.2.4. Wundversorgung
Der Verschluss von Peritoneum, Muskulatur und Faszie erfolgt mit 5/0 Ethilon als

fortlaufende Naht. Der Wundverschluss der Hautschicht erfolgt in gleicher Technik.

3.2.3 Postoperative Beobachtung und Uberlebenskinetik
Die Versuchstiere werden postoperativ alle 6 Stunden kontrolliert. Bei der
Uberlebenskinetik betragt der Gesamtbeobachtungszeitraum 240 Stunden (10

Tage).

Sowohl bei der Uberlebenskinetik (siehe Abb. 2.1.), als auch bei den weiteren
Versuchen werden die Tiere aus der FX06- und der Kontrollgruppe abwechselnd
operiert. Sofort nach dem Wundverschluss wird dem Tier je nach

Gruppenzugehdrigkeit entweder 0,1ml FX06 oder 0,1ml physiologische
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Kochsalzlésung intramuskular (linker Oberschenkel) mit einer Insulinspritze
appliziert. Die zweite Applikation erfolgt nach 8 Stunden in den kontralateralen
Oberschenkel. Bei der Uberlebenskinetik folgen nun noch drei weitere Applikationen
im Abstand von jeweils 12 Stunden. Dabei wird die Applikationsseite immer

gewechselt.

Nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes werden die Uberlebenden Tiere

narkotisiert und durch eine cervicale Dislokation getotet.

1. Applikation von FX06 bzw. NaCl
2. Applikation von FX06 bzw. NaCl
3. Applikation von FX06 bzw. NaCl
4. Applikation von FX06 bzw. NaCl
5. Applikation von FX06 bzw. NaCl

Ende Beobachtungszeitraum

Anasthesie mit nachfolgender
Operation (CASP)

— —
- - -
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Abb. 2.1.: Versuchsablauf Uberlebenskinetik; CASP Colon ascendens Stent Peritonitis, NaCl
Natriumchlorid (physiologische Kochsalzlésung)
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3.2.4. Organentnahmen zur Herstellung von Organuiberstanden

Die Organentnahmen erfolgen 20 Stunden nach der CASP-Operation (siehe Abb.
2.2.). Die Versuchstiere werden wie unter 3.2.2.1. anasthesiert und auf dem Ricken
liegend an  Vorder- und Hinterlaufen mit Heftpflaster auf einer
Polystyrolschaumstoffplatte fixiert. Nach der Hautdesinfektion mit 70%igem Ethanol
wird die Hautnaht der ersten Operation mit einer Schere erdffnet. Das Peritoneum
wird von der Symphyse bis zum Sternum mit einer Schere eroffnet und die
Bauchorgane in der Reihenfolge Leber, Milz und linke Niere explantiert. Fur die
Entnahme der Lunge wird eine Sternotomie mit der Schere durchgefuhrt und die
beiden Lungenfligel jeweils an den Hilusstrukturen abgesetzt. Die explantierten
Organe werden in ein mit 2ml eiskaltem sterilem PBS gefullten Rundbodenréhrchen
(10ml) gegeben und anschliefend kurzzeitig bis zur Weiterverarbeitung auf Eis

gelagert.

3.2.5. Gewinnung von Peritoneallavage

Bei der Gewinnung von Peritoneallavage (siehe Abb. 2.2.) wird wie bei der
Organentnahme bis einschlieBlich der Eroffnung der Hautnaht vorgegangen. Die
Peritonealhdhle wird nicht erdffnet. Unter sterilen Bedingungen werden 3ml steriles
PBS mit einer 20G-Kandule in eine 10ml Spritze aufgezogen. Mit dieser Spritze wird
die Peritonealhdhle anschliefend punktiert und die Menge 3ml steriles PBS injiziert.
Nach kurzem Schwenken der Flussigkeit werden wieder insgesamt 2ml
zurickgezogen und in 15ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Die entnommenen
Proben werden bis zur Zentrifugation auf Eis gelagert. Die Zentrifugation erfolgt 10
Minuten lang bei 4.000rpm und 4°C. Der gewonnene Uberstand wird mittels Pipette
gewonnen und erneut in 15ml Zentrifugenréhrchen uUberfuhrt, die dann zum
Schockgefrieren in flussigem Stickstoff gehalten werden. Die weitere Lagerung
erfolgt bei -80°C. Die Gewinnung von Peritoneallavage erfolgt 20 Stunden

postoperativ.

3.2.6. Gewinnung von Serum
Die Versuchstiere werden analog zur Operation mit Avertin-LOosung narkotisiert.
Danach werden die Tiere in die Kriechréhre verbracht an deren Ende der Schwanz

herausschaut. Die Schwanzvene wird nun mit einer Insulinspritze punktiert und das
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Blut in ein 2ml Reagenzgefald uberfuhrt. Bei erfolgloser Punktion der Schwanzvene
wird mit einer Hamatokritkapillare der Retroorbitalplexus punktiert und das Blut
ebenfalls in einem 2ml Reagenzgefald aufgefangen. Nach vollstandiger Gerinnung
wird das Blut fir 10 Minuten bei 13.000rpm und 22°C zentrifugiert. Der Uberstand
wird in ein neues 2ml Reagenzgefal®d udberfuhrt und in flissigen Stickstoff

schockgefroren. Die weitere Lagerung erfolgt bei -80°C.

3.2.7. Gewinnung von Voliblut
Den narkotisierten Tieren wird hier ebenfalls die Schwanzvene oder der
Retroorbitalplexus punktiert und das Blut in Reagenzgefallen gesammelt. Die

verwendeten Materialien sind jedoch heparinisiert.

3.2.8. Gewinnung von Organiiberstanden

Die frisch enthommenen und auf Eis gelagerten Organproben werden gewogen und
entsprechend des Ergebnisses mit der 10fachen Menge Lysepuffer in neue 10ml
Rundbodenrdhrchen uberfuhrt. Nach der mechanischen Organlyse entsteht somit
eine 10%ige Losung des Organs (z.B. 100mg Organ in 1ml Lysepuffer). Als
Lysepuffer dient die unter 3.1.7. beschriebene 200%ige Verdinnung der CHAPS-

Stammldésung mit den entsprechenden Zusatzen.

Vor Beginn der Organhomogenisierung wird das Arbeitswerkzeug des Organlysators
(Ultra Thurrx) mit sterilem PBS, NaOH und 70%igem Ethanol gespult. Danach kann
die Lyse des ersten Organes erfolgen. Die Homogenisierung eines Organs erstreckt
sich dabei zwischen 30 bis 60 Sekunden auf der hochsten Betriebsstufe des
Organlysators. Zwischen den einzelnen Organlysen wird das Gerat jeweils in der
Reihenfolge PBS, 70%iger Ethanol und wieder PBS gereinigt, damit es zu keiner
Verschmutzung der einzelnen Proben kommt. Das gewonnene Homogenisat wird
jeweils in ein 2ml Reagenzgefal® uberfihrt und in einem ersten Zentrifugationsschritt
20 Minuten lang bei 13.000rpm und 4°C zentrifugiert. Nach diesem Arbeitsschritt wird
der Uberstand in ein neues 2ml Reagenzgefal gefiillt und das am Boden befindliche
Pellet verworfen. Nach dem zweiten Zentrifugationsdurchgang, der in den gleichen

Einstellung wie der Erste durchgefiihrt wird, werden die Uberstande in drei 500l
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Eppendorfgefalle zu je 60ul aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Die weitere Lagerung erfolgt bei -80°C.

Anasthesie mit nachfolgender

1. Applikation von FX06 bzw. NaCl
2. Applikation von FX06 bzw. NaCl
Peritoneallavage, Organentnahme

Operation (CASP)
Gewinnung von Blut und

post-
operativ
8h post-
operativ
20h post-
operativ

Abb. 2.2.: Versuchsablauf Organ- und Blutentnahme; CASP Colon ascendens Stent Peritonitis, NaCl
Natriumchlorid (physiologische Kochsalzldsung)
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3.3. Zytokin- und Chemokinanalyse

3.3.1. Cytometric Bead Array (CBA)

Die Analyse von Zytokinen und Chemokinen aus den tierexperimentell gewonnen
Proben (Organuberstande, Serum) erfolgt mit Hilfe des Cytometric Bead Array
Mouse Inflammation Kits der Firma BD Biosciences. Bei geringem Bedarf an
Probenvolumen erlaubt das hier verwendete Kit die gleichzeitige qualitative und
quantitative Diskriminierung von Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), Interferon-y (INF-y), Tumornekrosefaktor (TNF)
und Interleukin-12p70 (IL-12p70).

Der Cytometric Bead Array (CBA) bedient sich in seinen besonderen Eigenschaften
dem Grundprinzip des Partikel-lmmunoassays (PIA). Der PIA wird wiederum im
Sandwich-Format eingesetzt. Grundlage sind hierbei Mikropartikel, auch Beads
genannt, die vergleichbar zum konventionellen ELISA die feste Phase und somit die
Kopplungsoberflache flr die antigenspezifischen Fangerantikorper darstellen. Die
Fangerantikorper binden spezifisch mit ihnrem Paratop an das entsprechende Epitop
des Antigens, in diesem Fall an das entsprechende Epitop des Zytokins bzw.
Chemokins. Um das Antigen im durchfluBcytometrischen Messvorgang auch
detektieren zu koénnen, wird dem Probengemisch ein  sogenannter
Detektionsantikorper zugesetzt, der genauso wie der Fangerantikdrper spezifisch an
das Antigen bindet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Fluorescein-Isothiocyanat
[FITC], Phycoerythrin[PE]) gekoppelt ist.

Da im Falle des Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kits gleichzeitig mehrere
Antigene in ihrer Qualitat und Quantitat gemessen werden, spricht man hier von
einem Multiplex-Partikel-lmmunoassay (Multiplex-PIA). Beim Multiplex-PIA dienen
die  Eigenschaften  GroRe und  Eigenfluoreszenz  der  verschiedenen

Partikelpopulationen bei der Messung als Unterscheidungsmerkmale.

Bei der durchfluBcytometrischen Analyse kommen die Partikel als Punktwolke in
einem Dot-Plot, bei dem Forward-Scatter (FSC) gegen Side-Scatter (SSC)
aufgetragen ist, zu liegen. Da sich die einzelnen Partikelpopulationen wie oben

beschrieben in ihren Eigenfluoreszenzen unterscheiden, kénnen sie anhand von
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Fluoreszenz 1 gegen Fluoreszenz 2 in einem weiteren Dot-Plot dargestellt und
aufgetrennt werden. Jede Partikelpopulation entspricht dabei einem Antigen. Die
Quantitat jedes einzelnen Antigens lasst sich nun in einem Histogramm-Plot mit Hilfe

der Intensitat der Fluoreszenz 3 aufzeigen.

Durch die Erstellung von Standardkurven lassen sich die gemessenen

Fluoreszenzintensitaten in absolute Zytokin- und Chemokinmengen umrechnen.

3.3.1.1. Versuchsprotokoll
Die Durchfuhrung des Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kits der Firma BD
Biosciences erfolgt laut Herstellerangaben. Alle bendtigten Reagenzien werden im

Kit mitgeliefert.

Die Standardlésung wird in 1ml Assay Diluent zum Top-Standard mit einer
Konzentration von 10.000pg/ml rekonstituiert. Nach 15minutiger Inkubation erfolgt
die Herstellung einer Verdlinnungsreihe in 1:2-Schritten ausgehend vom Top-
Standard bis zu einer Konzentration von 20pg/ml. Als Negativkontrolle dient der

Assay Diluent.

FUr die Herstellung des Capture Bead Mix wird ausgehend von der Anzahl der
Proben- und Standardréohrchen die bendtigte Menge der jeweiligen 6 Capture Beads
(je 5ul Capture Bead pro Zytokin und Réhrchen) zusammengemischt und ausgiebig
gevortext um eine mdogliche Aggregation zu verhindern. Zu 25ul Probe werden
jeweils 25ul Capture Bead Mix und PE Detection Reagent zugegeben, nochmals
gevortext und bei Raumtemperatur fur 2 Stunden im Dunkeln inkubiert. Nach der
Inkubation wird zu jedem Probenréhrchen 500ul Waschpuffer dazugegeben. Es
schlieRt sich eine 5minitige Zentrifugation bei 1000rpm an. Der Uberstand wird
verworfen und das sich am Boden befindliche Pellet mit 200ul Waschpuffer

resuspendiert.

FUr die Kalibrierung des Cytometers werden die Cytometer Setup Beads
bereitgestellt. Es werden insgesamt drei Losungen hergestellt, die alle 50l
Cytometer Setup Beads enthalten. Losung B enthalt zusatzlich 50ul FITC Positive
Control Detektor, Losung C zusatzlich 50ul PE Positive Control Detektor. Alle drei

Ldsungen werden fur 30min ebenfalls bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert.
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Danach wird die Losung A mit 450ul Waschpuffer, die anderen beiden Lésungen mit

je 400ul Waschpuffer aufgefulit.

3.3.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist eine immunologische Messmethode, bei der spezifische Antikorper
gegen das zu bestimmende Antigen an eine feste Phase gebunden sind. Nach
erfolgter  Antigen-Antikdrper-Reaktion und ausgiebigen Waschschritten zur
Entfernung von nicht gebundenem Antigen werden die Immunkomplexe durch einen
weiteren enzymgekoppelten Antikdrper detektiert (=Sandwich-Methode). Es folgt ein
weiterer Waschschritt um nichtgebundene Detektionsantikdrper zu eliminieren.
Proportional zur Konzentration des Antigens bildet sich nach Substratgabe ein
Farbkomplex, der photometrisch quantifiziert werden kann. Anhand einer
Standardkurve, erstellt aus Standardwerten mit bekannter ansteigender

Probenkonzentration, lasst sich die Antigenkonzentration berechnen.

Im Falle des hier verwendeten Mouse IL-13 ELISA der Firma Bender MedSystems ist
ein Anti-Maus IL-18 Antikérper an die als feste Phase dienende 96-Well-
Mikrotiterplatte adsorbiert. Das in den Proben (Organuberstande, Serum) und
Standardlésungen vorhandene Interleukin-1B3 bindet an die absorbierten Anti-Maus
IL-18 Antikorper. Im nachsten Schritt wird ein Biotin konjugierter Anti-Maus IL-1(3
Antikorper in die Mikrowells gegeben, der wiederum an Interleukin-13 bindet. Nach
einem grundlichen Waschgang wird in einem zweiten Inkubationsschritt Streptavidin-
HRP hinzugegeben, das seinerseits an den Biotin konjugierten Anti-Maus IL-1(3
Antikdrper bindet. Nach einem erneuten Waschgang folgt der dritte und letzte
Inkubationsschritt mit der Zugabe der Substratldsung. Die ablaufende enzymatische
Reaktion wird mit der Stoppldosung zum Stillstand gebracht und der entstandene

Farbkomplex bei einer Wellenlange von 450nm photometrisch quantifiziert.

3.3.2.1. Versuchsprotokoll
Die Durchfihrung des Mouse IL-13 ELISA der Firma Bender MedSystems erfolgt laut

Herstellerangaben.

Anfangs werden alle Wells mit jeweils 400yl Waschpuffer gewaschen. Zur

Herstellung der Standardreihe werden 100yl Sample Diluent in alle Standardwells
35



vorgelegt. Im nachsten Schritt werden 100pul der vorher angefertigten Standardlésung
(Konzentration = 1.000pg/ml) in die Wells A1 und A2 pipettiert und mehrfach durch
abwechselnde Ejektion und Aspiration durchmischt. Beginnend bei A1 bzw. A2
werden jeweils 100pl absteigend bis G1 bzw. G2 in das nachst benachbarte Well
Ubertragen. Zwischen den Ubertragungsschritten ist auf eine gute Durchmischung zu
achten. Zum Schluss werden in den beiden Verdunnungsreihen jeweils 100l
verworfen. Die Standardreihe erstreckt sich nun zwischen den Konzentrationen
1.000pg/ml bis 7,8pg/ml. Die Wells H1 und H2 (= Blank Wells) werden mit 100ul
Sample Diluent gefullt. In die restlichen Wells werden jeweils 50ul der Proben in
zweifacher Ausfuhrung und 50ul Sample Diluent pipettiert. Nachdem zu allen
Proben- und Standardwells 50l Biotin-Konjugat hinzugefiigt wurde, wird die Platte
auf einem Shaker bei 100rpm fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation wird die Platte insgesamt viermal mit jeweils 400ul Waschpuffer pro Well
gewaschen. Danach werden 100ul Streptavidin-HRP in jedes Well pipettiert und die
Platte unter den gleichen Bedingungen wie beim ersten Inkubationsschritt fur eine
Stunde inkubiert. Der nachste Arbeitsschritt beinhaltet einen weiteren Waschschritt
und das Hinzufiugen von 100ul TMB Substrate Solution in jedes Well. Es folgt eine
letzte Inkubation bei Raumtemperatur fir etwa 10 Minuten. Die enzymatische
Reaktion wird mit jeweils 100ul Stop Solution gestoppt. Es schlieldt sich die

spectrophotometrische Analyse bei einer Wellenlange von 450nm an.

3.4. Bakteriologische Untersuchung

Mit der bakteriologischen Untersuchung ist der Nachweis von lebenden Bakterien in
den einzelnen Kompartimenten der Versuchstiere moglich. Die Entnahme von
Organen, Peritonealflissigkeit und Vollblut erfolgt 20 Stunden nach der

Sepsisinduktion.

Die Versuchstiere werden dabei wie unter 3.2.2.1. erlautert, narkotisiert und die
einzelnen Proben wie unter den Punkten 3.2.4. bis 3.2.8 beschrieben gewonnen. Die
explantierten Organe werden in mit 2ml PBS gefiillten Rundbodenréhrchen gelegt.
Zusammen mit dem Blut und der Peritonalflissigkeit werden die Organe bis zu ihrer

Homogenisierung auf Eis gelagert.
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Die Organlyse erfolgt mit dem Ultra-Thurax auf der Betriebsstufe 2. Zwischen den
Homogenisierungsvorgangen wird wie unter Punkt 3.2.8 aufgelistet der Organlysator
gereinigt. Nach der Organlyse werden in jedes Probenrohrchen nochmals 2ml PBS
gegeben, sodass das Gesamtvolumen etwa 4ml pro Réhrchen betragt. Mit Hilfe einer
Mikrotiterplatte und PBS wird eine Verdlnnungsreihe hergestellt. Fir Vollblut und flr
die Organe Niere, Lunge und Milz werden folgende Verdinnungsstufen bestimmt:
unverdinnt, 1:10 und 1:100. Bei der Peritoneallavage und den Leberproben werden
die Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 angefertigt. Jede Probe wird in jeder
angegebenen Verdunnungsstufe 3fach bestimmt. Dazu werden Vollblutagarplatten
mit jeweils 10ul der Probe beimpft. Die gleichmalige Verteilung der Probe auf der
Agarplatte erfolgt mit Hilfe von Plastikkugeln und manuellem Schutteln. Anschliel3end
werden die Platten im Brutschrank bei 37°C fur 24 Stunden verwahrt. Nach dieser
Inkubationszeit kommt es zur Auszahlung der entstandenen Kolonien. Die
Ergebnisse werden in der Einheit ,Koloniebildende Einheiten pro ml“ (KbE/ml)

angegeben.

3.5. Bestimmung der Kapillarpermeabilitat

Das Capillary leak Syndrom spielt in der Pathophysiologie der Sepsis eine tragende
Rolle. Das Ausmald der Kapillarpermeabilitdt lasst sich mit der Evans Blue
Farbetechnik darstellen. Der Farbstoff Evans Blue bindet nach der intravendsen
Injektion an Plasmaproteine. Bei steigender Extravasation von Plasmaproteinen
durch eine verstarkte Kapillarpermeabilitdt im Rahmen des septischen Geschehens
kommt es somit auch zu einer Anreicherung von Evans Blue in den Organen. Die
Farbstoffkonzentrationen der Organe koénnen Uber die photospektrometrisch
ermittelten Extinktionswerte und deren Vergleich mit der vorher erstellten

Standardkurve ermittelt werden.

3.5.1. Versuchsprotokoll

Die Durchfuhrung der Evans Blue Farbetechnik erfolgt in leichten Modifikationen
nach den Beschreibungen von Reutershan et al. und Peng et al. [128, 129]. Die
hierzu notwendige Organexplantation kann aus technischen und zeitlichen
(differenter Zeitpunkt der Organentnahme) Grinden nicht mit der unter Punkt 3.2.4

genannten Organentnahme erfolgen.
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Insgesamt 10 Stunden nach der Sepsisinduktion kommt es nach vorheriger Narkose
mit Avertin (siehe 3.2.2.1.) zur Explantation der Lungen. Eine halbe Stunde vor
diesem Eingriff werden den Versuchstieren 200yl Evans Blue Farbstoff in einer
Konzentration von 20mg/kg Korpergewicht intravends in die Schwanzvene appliziert.
Zur Organentnahme werden das Abdomen und der Thorax wie unter 3.2.4.
beschrieben eroffnet. AnschlieBend werden die Lungen Uber den schlagenden
rechten Ventrikel mit 10ml eiskaltem PBS perfundiert um intravaskulare
Farbstoffreste zu entfernen. Die Lungen kdénnen nun an den Hilusstrukturen
abgesetzt werden. Nach dem Wiegen werden die entnommenen Organe in
Probenréhrchen gelegt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Danach wird
jedes gefrorene Organ zusammen mit 1ml PBS mit dem Ultra Thurrax auf der
hochsten Betriebsstufe homogenisiert. Zwischen den Organproben wird das
Zerkleinerungswerkzeug wie unter 3.2.8. erldutert gereinigt. Der nachste Schritt
beinhaltet eine 14 bis 18stlindige Inkubationszeit im 60°C heillen Wasserbad mit
jeweils 2ml Formamide pro Organprobe. Nach der Inkubationszeit werden die
Proben 30 Minuten lang mit 5000rpm zentrifugiert. Bei jeder einzelnen Probe wird
1ml Uberstand in Messkiivetten (berfiihrt und spectrophotometrisch bei einer
Wellenlange von 620nm und 740nm analysiert. Als Leerwert dient 1ml Formamide.
Die gemessenen Extinktionswerte werden nach der Formel E620 (corrected) = E620
- (1,426 x E740 + 0,030) auf Grund des Vorhandenseins von Hampigmenten
korrigiert und anschlieBend mit der Standardkurve verglichen. Die Standardkurve
wird mit bekannten Konzentrationen zwischen 0,0 und 62,5ug Evans Blue pro 1ml

Formamide aufgestellt.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Mikrogramm Evans Blue pro Gramm

Organgewebe.

3.6. Tierversuchsanzahl der Einzelversuche
Die GruppengroRe der Einzelversuche wurde mittels der Software GraphPad

StateMat entsprechend der statistischen Zielkriterien berechnet.

Fir die Evaluierung der Uberlebenskinetik wurde eine GruppengrofRe von jeweils

n=10 fur die Verum- als auch Kontrollgruppe gewahlt (Gesamttieranzahl: 20).
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Fur die Messung der Zytokinspiegel in den einzelnen Organen als auch im Serum
betrug die GruppengrofRe je n=6 mit Ausnahme der ELISA-Bestimmung fur das
Zytokin IL-1B3, da hier in einigen Proben die Konzentration unter der
Nachweisbarkeitsgrenze lag und somit die Daten nicht miterfasst werden konnten
(Gesamttieranzahl: 12). Hier ergab sich im Endeffekt folgende Verteilung der
Gruppengrofen: IL-1B im Serum und in der Milz n=6 je Versuchsgruppe; IL-1B in der
Leber n=5 je Versuchsgruppe; IL-13 in der Niere n=6 fir die Verumgruppe und n=4
fur die Kontrollgruppe; IL-1B in der Lunge n=5 fur die Verumgruppe und n=4 fir die
Kontrollgruppe. Neben der Zytokinbestimmung aus den Serumproben dieser
Versuchsreihe wurde hier parallel auch noch die klinische Chemie bestimmt (ASAT,
ALAT und Kreatinin: n=6 pro Versuchsgruppe; S-100: n= 4 fur die Verumgruppe und
n=2 fur die Kontrollgruppe).

Zur Evaluation der Bakterienlast in den einzelnen abdominellen Kompartimenten und
Organen betrug die Gruppengrolie fur die Peritoneallavage sowie fur die Organe
Niere und Leber n=10 pro Versuchsgruppe, fur die Organe Milz und Lunge n=11. Bei
der Bestimmung der Bakteriologie im Blut konnte fur die Verumgruppe nur ein n=9
und fir die Kontrollgruppe ein n=8 erreicht werden, da eine ausreichende

Blutgewinnung nicht bei jedem Versuchstier moglich war (Gesamttieranzahl: 22).

Im letzten Teilversuch zur Bestimmung der GefalRpermeabilitat wurden insgesamt 14
Tiere verwendet, wobei ein Tier postoperativ in den ersten 8h verstarb, so dass
dieses nicht mit in die Auswertung einflieRen konnte. Fur die Verumgruppe ergibt

sich somit eine GruppengrofRe von n=7, fur die Kontrollgruppe eine Groflke von n=6.

3.7. Statistische Auswertung

Fir die gesamte statistische Auswertung wird die Software GraphPad Prism 4
verwendet. Die Uberlebenskinetiken werden mit dem Log-Rank-Test nach Kaplan-
Meier ausgewertet. Die statistische Auswertung im Ergebnisteil erfolgt mit dem
Rangsummentest nach Mann-Whitney mit einem zweiseitigen P-Wert aufgrund der
fehlenden Normalverteilung und der kleinen Gruppengrofden. Als Signifikanzniveau
wird 5% festgelegt. Unterschiede, die einen P-Wert unter 0,05 ergeben, werden mit

einem * gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Signifikanter Uberlebensvorteil durch die Applikation von FX06
Uberlebenskinetik nach CASP 18G
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Abb. 3: Uberleben nach CASP 18G; Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=10, ** p<0,01

Die obige Abbildung zeigt das Ergebnis der Uberlebenskinetik nach CASP. Sowohl
die Verum (FX06)-, als auch die Kontrollgruppe (NaCl) wurden zur Induktion der
polymikrobiellen Sepsis mit einem 18G Katheter behandelt. Sofort nach der
Operation wurde der Verumgruppe eine Medikamentendosis von 5ug/kg
Koérpergewicht geldst in 100yl NaCl intramuskular appliziert. Der Kontrollgruppe
wurden zum Vergleich 100pl NaCl intramuskular gespritzt. Die weiteren
Applikationen erfolgten nachfolgend wie in der Abbildung 2.1. im Abschnitt ,Material

und Methoden® beschrieben.

In der Verumgruppe verstirbt nach 36 Stunden ein Versuchstier. Die anderen
Versuchstiere dieser Gruppe Uberleben den Endpunkt des vorher festgelegten
Beobachtungszeitraumes von 240 Stunden. Die Letalitat weist somit einen Wert von
10% in der Verumgruppe auf. In der Kontrollgruppe dagegen zeigt sich eine Letalitat
von 80%. Nach 24 Stunden sind bereits 4 Tiere gestorben, nach weiteren 12

Stunden insgesamt 6. Kumulativ sind 48 Stunden nach der Operation somit 8 von 10
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Versuchstiere aus der Kontrollgruppe gestorben. Danach verstirbt kein Tier mehr an
der durch die Operation bedingten polymikrobiellen Sepsis. Aus dieser Datenlage

ergibt sich ein Signifikanzniveau hinsichtlich der Uberlebensrate von p=0.0017.

Die hier beschriebene Uberlebenskinetik zeigt, dass die Tiere, die postoperativ mit
dem Verum behandelt wurden, einen signifikanten Uberlebensvorteil im Vergleich zur

Kontrollgruppe aufweisen.

4.2, Keine signifikanten Unterschiede in Zytokin- und
Chemokinkonzentrationen zwischen den Versuchsgruppen

Durch die Induktion der polymikrobiellen Sepsis in den Versuchstieren kommt es zu
einer systemischen Entzindungsreaktion mit Freisetzung von Zytokinen und
Chemokinen. Ein Anstieg der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen erlaubt somit
einen Ruckschluss Uber das Vorhandensein einer systemischen

Inflammationsreaktion und deren Schweregrad.

Zur Messung der Zytokinspiegel in den Organen Leber, Milz, Niere und Lunge sowie
im Serum wurde wieder eine Verum- und eine Kontrollgruppe mit jeweils n=6
gebildet. Bei beiden Versuchsgruppen wurde die polymikrobielle Sepsis erneut mit
einem 18G Stent induziert. Wie in der Abbildung 2.2. im Abschnitt ,Material und
Methoden“ beschrieben, wurde wie schon bei der Erstellung der Uberlebenskinetik
nach Beendigung der Operation sofort die erste Medikamentendosis von 5ug/kg
Korpergewicht geldst in 100yl NaCl intramuskular appliziert. Der Kontrollgruppe
wurde wieder das gleiche Volumen Kochsalz gespritzt. Nach weiteren 8 Stunden
folgte die zweite Applikation. Insgesamt 20 Stunden nach der Operation wurden die
Tiere dann geopfert um die Organe sowie das Blut zur Messung entnehmen zu

konnen.

Die Zytokine IL-12, IL-10, IL-6, TNF-a, IFN-y und MCP-1 wurden mittels BD
Cytometric Bead Array im FACS gemessen.

4.2.1. Zytokinspiegel in der Leber
Die Zytokinspiegel in der Leber zeigen im Vergleich zwischen den beiden

Versuchsgruppen (jeweils n=6) keine signifikanten Unterschiede auf.
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Die TNF-a-Konzentration hat in der Verumgruppe einen Mittelwert von 34,88pg/ml
(SEM +/- 13,07), in der Kontrollgruppe von 20,77pg/ml (SEM +/- 7,827) (p=0,57). Die
Zytokinspiegel fur Interferon-y betragen durchschnittlich fur die mit Verum behandelte
Gruppe 2,4pg/ml (SEM +/- 0,3473) und fur die Kontrollgruppe 1.433pg/ml (SEM +/-
0,65) (p=0,33). Die Mittelwerte fur die MCP-1 Konzentrationen sind in der Verum-
gruppe 2276pg/ml (SEM +/- 679,5) und 1719pg/ml (SEM +/- §35,9) in der Kontroll-
gruppe (p=0,9). Bei IL-10 sind die Zytokinspiegel mit jeweils 113,0pg/ml (SEM +/-
24,71) in beiden Versuchsgruppen gleich hoch (p>0,99). Die Messung von IL-6 ergibt
einen hoheren Wert in der Kontrollgruppe mit 605,5pg/ml (SEM +/- 365,5) im
Vergleich zur Verumgruppe mit 480,0pg/ml (SEM +/- 365,7) (p=0,9). Das Zytokin IL-
12 weist einen Mittelwert in der Verumgruppe von 1,8pg/ml (SEM +/- 1,8) und in der
Kontrollgruppe von 0,5167pg/ml (SEM +/- 0,5167) auf (p>0,99).
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Abb. 4: TNFa-Konzentration in der Leber
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Abb. 6: MCP-1-Konzentration in der Leber
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 8: IL-6-Konzentration in der Leber
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Abb. 5: IFN-y-Konzentration in der Leber
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
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Abb. 7: IL-10-Konzentration in der Leber
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
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Abb. 9: IL-12-Konzentration in der Leber
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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4.2.2. Zytokinspiegel in der Lunge
Die Zytokinspiegel in der Lunge zeigen ein ahnliches Bild wie die der

Zytokinmessungen in der Leber (jeweils n=6 pro Versuchsgruppe).

Die Konzentration von TNF-a betragt im Mittel in der Verumgruppe 43,73pg/ml (SEM
+/- 24,98) und in der Kontrollgruppe 42,5pg/ml (SEM +/- 21,78) (p>0,99). Bei IFN-y
zeigt sich eine Konzentration von 1,783pg/ml (SEM +/- 0,9914) in der mit Verum
behandelten Versuchsgruppe und in der Kontrollgruppe eine Konzentration von
0,5567pg/ml (SEM +/- 0,3539) (p=0,32). Die MCP-1-Messung ergibt eine mittlere
Konzentration von 1817pg/ml (SEM +/- 360,1) in der Verumgruppe und 1477pg/ml
(SEM +/- 393,5) in der Kontrollgruppe (p=0,68). Die Zytokinspiegel von IL-10 weisen
Werte von 32,03pg/ml (SEM +/- 26,24) in der Verumgruppe und 6,583pg/ml (SEM +/-
6,583) in der Kontrollgruppe auf (p=0,73). IL-6 hat eine mittlere Konzentration in der
Verumgruppe von 883,3pg/ml (SEM +/- 728,0) und in der Kontrollgruppe von 727,4
(SEM +/- 441,0) (p=0,9). Das Zytokin IL-12 konnte in beiden Versuchsgruppen nicht

detektiert werden.
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Abb. 10: TNF-a-Konzentration in der Lunge
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Abb. 12: MCP-1-Konzentration in der Lunge
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
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Abb. 14: IL-6-Konzentration in der Lunge
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Abb. 11: IFN-y-Konzentration in der Lunge
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Abb. 13: IL-10-Konzentration in der Lunge
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4.2.3. Zytokinspiegel in der Milz

Die mittlere TNF-a-Konzentration betragt 133,7pg/ml (SEM +/- 30,04) in der Verum-
und 73,03pg/ml (SEM +/- 18,15) in der Kontrollgruppe (p=0,06). Die Werte flr
Interferon-y zeigen mit einem Mittelwert von 5,667pg/ml (SEM +/- 1,564) in der
Verumgruppe und 6,35pg/ml (SEM +/- 3,765) in der mit Placebo behandelten
Versuchsgruppe genauso wie bei den anderen Zytokinmessungen in der Milz keine
signifikanten Unterschiede auf (p=0,46). Die MCP-1-Konzentrationen weisen Werte
von 1409pg/ml (SEM +/- 252,2) flr die Verumgruppe und 1184pg/ml (SEM +/- 392,5)
fur die Kontrollgruppe auf (p=0,79). Fur die Zytokine IL-10 und IL-6 ergeben sich in
der genannten Reihenfolge fir die Verumgruppe die folgenden mittleren
Konzentrationen: 9,4pg/ml (SEM +/- 6,137) und 815,4pg/ml (SEM +/- 479,2). Fur die
Kontrollgruppe lauten die Werte in gleicher Reihenfolge: 23,27pg/ml (SEM +/- 11,76)
und 876,8pg/ml (SEM +/- 395,8) (p=0,39 fur IL-10, p>0,99 fur IL-6). IL-12 kann nur in
der Kontrollgruppe detektiert werden (p>0,99). Die Gruppengrolde betrug jeweils n=6.
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Abb. 15: TNF-a-Konzentration in der Milz

20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle

MCP-1

Verum (FX06) Kontrolle

Abb. 17: MCP-1-Konzentration in der Milz

20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 19: IL-6-Konzentration in der Milz
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 16: IFN-y-Konzentration in der Milz
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.

Kontrolle
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Abb. 18: IL-10-Konzentration in der Milz
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 20: IL-12-Konzentration in der Milz
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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4.2.4. Zytokinspiegel in der Niere
In den Organlysaten der Niere wurden ebenfalls die wichtigsten Zytokine evaluiert

(jeweils n=6 pro Versuchsgruppe).

FUr die Bestimmung von TNF-a ergeben sich ein Werte von 24,95pg/ml (SEM +/-
7,564) in der Verumgruppe und 32,17pg/ml (SEM +/- 12,71) in der Kontrollgruppe.
Der Mittelwert ist zwar in der Verumgruppe tendenziell niedriger, jedoch ist dieser
Unterschied nicht signifikant (p>0,99). Ein ahnliches Bild zeichnet sich fur IL-6 ab.
Hier betragt der Mittelwert 1077pg/ml (SEM +/- 463,1) in der Verumgruppe und
2174pg/ml (SEM +/- 1041) in der Kontrollgruppe (p>0,99). Die Werte fur INF-y sind
dagegen im Mittel kaum unterschiedlich (Verumgruppe: 0,9pg/ml (SEM +/- 0,6885),
Kontrollgruppe: 0,8667pg/ml (SEM +/- 0,3955)) (p=0,69). Das antiinflammatorische
Zytokin IL-10 weist ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen auf, wobei es jedoch tendenziell in der Kontrollgruppe mit 45,08pg/ml (SEM
+/- 22,59) erhoht ist gegenluber 32,75pg/ml (SEM +/- 16,37) in der Verumgruppe
(p=0,71). Das Interleukin 12 (IL-12) lasst sich nur in der Verumgruppe nachweisen
(p>0,99).

Bei der Bestimmung des Chemokins MCP-1 zeigen sich fast identische Mittelwerte
fur die beiden Gruppen: 2525pg/ml (SEM +/- 608,7) in der Verumgruppe und
2717pg/ml (SEM +/- 942,8) in der Kontrollgruppe (p>0,99).

Es lassen sich also auch in der Niere zusammenfassend keine signifikanten

Unterschiede bezuglich der Zytokin- und Chemokin-Spiegel nachweisen.
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Abb. 21: TNF-a-Konzentration in der Niere
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 23: MCP-1-Konzentration in der Niere

20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 25: IL-6-Konzentration in der Niere
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 22: IFN-y-Konzentration in der Niere
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 24: IL-10-Konzentration in der Niere
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 26: IL-12-Konzentration in der Niere
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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4.2.5. Zytokinspiegel im Serum

Die im Serum gemessene TNF-a-Konzentration betragt im Mittel in der Verum-
gruppe 449,1pg/ml (SEM +/- 251,9) und in der Kontrollgruppe 408,1 (SEM +/- 179,5)
(p=0,9). Bei Interferon-y sind die Mittelwerte fast gleich mit 10,7pg/ml (SEM +/-
4,723) in der mit Verum behandelten Gruppe und 10,58pg/ml (SEM +/- 4,136) in der
Kontrollgruppe (p=0,79). Bei der MCP-1 Bestimmung ist der Verum-Wert mit
6301pg/ml (SEM +/- 1168) hoher als in der Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von
5542pg/ml (SEM +/- 1744) (p=0,73). Die Werte fur IL-10 betragen in der Verum-
gruppe 4091pg/ml (SEM +/- 2751) und in der Kontrollgruppe 2812pg/ml (SEM +/-
1709) (p=0,74). Bei IL-6 ist die mittlere Konzentration in der Kontrollgruppe mit
10590pg/ml (SEM +/- 3861) hoher als in der Verumgruppe mit 10090pg/ml (SEM +/-
2656) (p>0,99). Die IL-12-Konzentrationen im Serum betragen fur die Verumgruppe
5,2pg/ml (SEM +/- 2,517) und fur die Kontrollgruppe 0,9333pg/ml (SEM +/- 0,9333)
(p=0,18). Die GruppengrofRe betrug jeweils n=6.
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Abb. 27: TNF-a-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 29: MCP-1-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 31: IL-6-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 28: IFN-y-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 30: IL-10-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle

IL-12

Fibrex Kontrolle

Abb. 32: IL-12-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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4.2.6. Nachweis von Zytokinen in Organen und Serum mittels ELISA

Neben dem Nachweis der Zytokine bzw. Chemokine TNF-a, INF-y, IL-6, IL-10, IL-12
und MCP-1 mittels CBA, wurde auch noch das Zytokin IL-1 mit Hilfe der
Immunoassay-Technik nach Induktion eines septischen Krankheitsbildes in der
Verum- und Kontrollgruppe untersucht. Nach Induktion einer polymikrobiellen Sepsis
durch Implantation eines 18G-Stents und der zweimaligen Applikation von Verum
bzw. NaCl (siehe Abb. 2.2.) wurden die gewunschten Proben 20 Stunden nach der
Operation entnommen und laut dem unter Punkt 3.3.2.1. dargelegten

Versuchsprotokoll weiterverwendet.

Wie schon in den Messungen der anderen Zytokine und Chemokine ergaben sich
auch bei den Bestimmungen von IL-18 zwischen den Versuchsgruppen keine
signifikanten Unterschiede. Die Gruppengrof3en stellten sich dabei wie folgt dar:
Serum und Milz n=6 je Versuchsgruppe; Leber n=5 je Versuchsgruppe; Niere n=6 fur
die Verumgruppe und n=4 fir die Kontrollgruppe; Lunge n=5 flr die Verumgruppe

und n=4 fur die Kontrollgruppe (siehe dazu auch Punkt 3.6.)

In der Verumgruppe zeigen sich die einzelnen mittleren Konzentrationen von IL-1(3
mit Werten von 265,2pg/ml (SEM +/- 34,84) in der Leber, 200,4pg/ml (SEM +/- 19,6)
in der Lunge, 145,8pg/ml (SEM +/- 12,98) in der Milz, 256,7pg/ml (SEM +/- 22,37) in
der Niere und 11,49pg/ml (SEM +/- 5,843) im Serum. Die
Durchschnittskonzentrationen von IL-1B in der Kontrollgruppe weisen fur die Leber
mit 254,6pg/ml (SEM +/- 9,073) und fir die Milz mit 150,9pg/ml (SEM +/- 20,04)
keine groRen Unterschiede zur Verumgruppe auf. Die weiteren Messungen ergeben
Mittelwerte von 337,3pg/ml (SEM +/- 67,52) in der Lunge, 224,2pg/ml (SEM +/-
23,87) in der Niere und 41,71pg/ml (SEM +/- 27,07) im Serum. (Serum: p=0,11; Milz:
p=0,9; Leber: p=0,94; Niere: p=0,45; Lunge: p=0,19).
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Abb. 33: IL-13-Konzentration in der Leber
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle

IL-1B

Verum (FX06) Kontrolle

Abb. 35: IL-13-Konzentration in der Milz
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 37: IL-13-Konzentration im Serum
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 34: IL-18-Konzentration in der Lunge
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle
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Abb. 36: IL-13-Konzentration in der Niere
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle

Verum (FX06)
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4.3. Bakterienbesiedlung in den Versuchsgruppen ohne Unterschiede

Zur Bestimmung der Bakterienbesiedlung in den Organen Leber, Milz, Niere und
Lunge sowie in den Kompartimenten Serum und Peritoneallavage erfolgten die
Durchfuhrung der Operation, die Nachbehandlung sowie die Probenentnahmen und -
aufbereitungen wie unter Punkt 3.4. im Abschnitt ,Material und Methoden®
geschildert. Die Probenentnahme mit der damit verbundenen Totung der
Versuchstiere erfolgte 20 Stunden postoperativ. Die Proben wurden nach
entsprechender Aufarbeitung in einer Verdunnungsreihe zu je 10ul auf
Blutagarplatten aufgetragen und ausgestrichen. Nach 24h im Brutschrank bei 37°C

wurden die Bakterienkolonien ausgezahlt.

In allen graphischen Darstellungen der Bakteriologie finden sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Verum- und der Kontrollgruppe.

Die absolute Bakterienanzahl in der Niere betragt im Mittel in der Verumgruppe
(n=10) 813.000 (SEM +/- 449.600) und in der Kontrollgruppe (n=10) 2.559.000 (SEM
+/- 1.379.000) (p>0,99). In der Milz befinden sich durchschnittlich 602.000 Bakterien
pro ml (SEM +/- 380.400) auf Seiten der Verumgruppe (n=11) und 766.000 Bakterien
pro ml (SEM +/- 412.500) in der Kontrollgruppe (n=11) (p=0,69). Die Mittelwerte fur
die Lunge sind bei den mit Verum behandelten Versuchstieren (n=11) 3.476.000
Bakterien pro ml (SEM +/- 2.791.000) und 3.874.000 Bakterien pro ml (SEM +/-
2.198.000) bei den Kontrolltieren (n=11) (p=0,78). Die Bakterienanzahl im Blut
betragt im Schnitt 3.365.000 Bakterien pro ml (SEM +/- 2.116.000) in der Verum-
gruppe (n=9) und 1.121.000 Bakterien pro ml (SEM +/- 1.039.000) in der Kontroll-
gruppe (n=8) (p=0,2). In der Leber ist die absolute Bakterienzahl mit 2.813.000 pro
ml (SEM +/- 1.432.000) in der Verumgruppe (n=10) niedriger als in der Kontroll-
gruppe (n=10) mit 16.580.000 Bakterien pro ml (SEM +/- 11.470.000) (p=0,62). Auch
in der Peritoneallavage ist die Bakterienanzahl in der Kontroligruppe (n=10)
(17.110.000 Bakterien pro ml +/- 9.070.000) hoher als in der Verumgruppe (n=10)
(9.606.000 Bakterien pro ml +/- 4.765.000) (p=0,84).
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Abb. 38: Bakteriologie der Niere,

20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.

Kontrolle, jeweils n=10
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Abb. 40: Bakteriologie der Lunge,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=11
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Abb. 42: Bakteriologie der Leber,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=10
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Abb. 39: Bakteriologie der Milz,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=11
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Abb. 41: Bakteriologie im Vollblut,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) (n=9)
vs. Kontrolle (n=8)
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Abb. 43: Bakteriologie Peritoneallavage,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=10
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4.4. Bestimmung von Leber- und Nierenwerten

Mit der Bestimmung von Alaninaminotransferase (ALAT) und
Aspartataminotransferase (ASAT) fur die Leber sowie Kreatinin (Crea) und Protein
S100 fur die Niere kann eine mogliche Organtoxizitait des Medikaments
nachvollzogen werden. Die Werte wurden aus dem Serum gewonnen. Die
Blutentnahme erfolgte 20h nach CASP 18G sowie zweimaliger Applikation des
Medikaments bzw. NaCl (siehe Abbildung 2.2. sowie Punkt 3.2.6. im Abschnitt
.Material und Methoden®).

Die mittlere Konzentration von ASAT betragt in der Verumgruppe (n=6) 4,867 ukatal/l
(SEM +/- 0,9308) und in der Kontrollgruppe (n=6) 3,567ukatal/l (SEM +/- 0,7796)
(p=0,37). Zwar sind auch die ALAT-Werte bei den Versuchstieren der Verumgruppe
(n=6) (1,372ukatal/l, SEM +/- 0,3084) leicht hdher als in der Kontrollgruppe (n=6)
(1,01pkatal/l, SEM +/- 0,266), aber auch hier ist der Unterschied nicht signifikant
(p=0,37).

Bei der Uberpriifung der Nephrotoxizitat zeigt sich im Falle der Kreatininbestimmung
ein niedrigerer Wert in der Verumgruppe (n=6) (4,667umol/l, SEM +/- 1,909) als in
der Kontrollgruppe (n=6) (8,667umol/l, SEM +/- 2,348) (p=0,19). Die S-100-Werte
unterscheiden sich nur marginal voneinander. In der Verumgruppe (n=4) zeigt sich
ein Wert von 0,11ug/l (SEM +/- 0,07692) und in der Kontrollgruppe (n=2) ein Wert
von 0,07ug/l (SEM +/- 0,02) (p=0,67).

Die Ergebnisse zeigen also keine signifikanten Unterschiede. Man darf daher
schlussfolgern, dass das Verumpraparat keine organtoxischen Wirkungen auf Leber

und Niere hat.
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Abb. 44: ASAT-Konzentration im Serum,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=6
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Abb. 46: Kreatinin-Konzentration im
Serum, 20h nach CASP 18G, Verum
(FX06) vs. Kontrolle, jeweils n=6
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Abb. 45: ALAT-Konzentration im Serum,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) vs.
Kontrolle, jeweils n=6

S-100
0.20-
0.15
D 0.10-
0.05-
0.00 -
Verum (FX06) Kontrolle

Abb. 47: S-100-Konzentration im Serum,
20h nach CASP 18G, Verum (FX06) (n=4)
vs. Kontrolle (n=2)
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4.5. Signifikant erhohte pulmonale GefaRpermeabilitat in der Kontrollgruppe

Zur Bestimmung der Gefallpermeabilitdt unter septischen Bedingungen in den
Organen Leber, Milz und Lunge wurde bei den jeweiligen Versuchstieren einer
Verum- und einer Kontrollgruppe eine polymikrobielle Sepsis mit der CASP-
Operation induziert. Die Demaskierung der gesteigerten Gefallpermeabilitat und der
Nachweis einer moglichen Wirkung des Verumpraparates bei diesem systemischen

Prozess erfolgten nach dem unter Punkt 3.5.1. dargestellten Versuchsprotokoll.

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen auf, wie viel Milligramm Evans Blue pro
Gramm Organ nachzuweisen sind. Die Konzentration von Evans Blue in einem
Organ ist ein direktes Zeichen fur die GefalRpermeabilitat. Ist die Konzentration hoch,
so ist die Gefallpermeabilitdt und somit die Extravasation von Entzindungszellen

auch erhoht bzw. gesteigert.

Zehn Stunden nach Induktion einer polymikrobiellen Sepsis durch CASP 18G und
einmaliger Applikation von FX06 bzw. NaCl postoperativ liegen die gemessenen
Werte fur Evans Blue pro Gramm Lungengewebe bei 1,597mg (SEM +/- 0,5841) fur
die Verumgruppe (n=7) und 5,114mg (SEM +/- 1.216) fur die Kontrollgruppe (n=6).
Der Vergleich zwischen den beiden Versuchsgruppen ergibt eine statistisch
signifikant erniedrigte Konzentration von Evans Blue in den Lungen der mit FX06
behandelten Versuchstiere (p=0,0221).

Der Wert der Verumgruppe (n=7) fur Evans Blue pro Gramm Leber betragt 10
Stunden postoperativ 2,208mg (SEM +/- 0,3891). Die Kontrollgruppe (n=6) weist
einen Mittelwert von 4,141mg (SEM +/- 0,7548) auf. Statistisch ergibt sich aus diesen
Werten kein signifikanter Unterschied (p=0,0513), aber es lasst sich eine Tendenz
bezuglich einer verminderten Permeabilitdt in den Lebern der Verumgrruppe

aufzeigen.

Hinsichtlich der Konzentration von Evans Blue in der Milz wurde ein Wert von
5,055mg pro Gramm Milz (SEM +/- 1,31) in der Verumgruppe (n=7) gemessen. Die
Kontrollgruppe (n=6) zeigt ein arithmetisches Mittel von 6,111mg (SEM +/- 1,492).
Eine statistische Signifikanz ergibt sich aus diesen Daten nicht (p=0,8135).
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Abb. 48: Evans Blue (mg) pro Lungengewicht (g),
Verum (n=7) vs. Kontrolle (n=6), 10h nach CASP
18G; * p<0,05
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Abb. 49: Evans Blue (mg) pro Lebergewicht (g),
Verum (n=7) vs. Kontrolle (n=6), 10h nach CASP
18G
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Abb. 50: Evans Blue (mg) pro Milzgewicht (g),
Verum (n=7) vs. Kontrolle (n=6), 10h nach CASP
18G

59



5. Diskussion

5.1. Allgemein

Die Sepsis bzw. septische Krankheitsverldufe nach viszeralchirurgischen Eingriffen
stellen nach wie vor eine grofde klinische Herausforderung bezuglich einer adaquaten
Therapie dar. Trotz der verbesserten perioperativen intensivmedizinischen
Versorgung, der Weiterentwicklung der operativen Techniken mit Reduktion von
Zugangstraumata und Operationsdauer sowie aller neu entwickelten additiven
Therapiewerkzeuge sind die Morbiditat und Mortalitat der Sepsis weiterhin  auf
hohem, nicht zu akzeptierendem Niveau. Zudem ist die Inzidenz der Sepsis von
Jahr zu Jahr steigend, was zum einen an der demographischen Entwicklung in der
westlichen Welt liegt aber zum anderen auch in der Ausweitung und Invasivitat der

Operationsindikationen begriundet ist.

Die bisherigen neuen Therapieansatze, die grundlagenwissenschaftlich
erfolgsversprechend waren, sind zumeist in der klinischen Anwendung gescheitert.
Die Arbeitsgruppe um Warren L. Lee sprach aus diesem Grunde im Jahre 2011 auch
vom sogenannten ,Graveyard of Discoveries® bezuglich der Sepsisforschung und
forderte, dass es Zeit ist, neue Wege bzw. neue Pathomechanismen in der
Sepsisforschung zu beleuchten [130]. Ein Hauptaugenmerk sollte dabei auch auf die

Endothelbarriere und ihre Rolle in septischen Prozessen gelegt werden.

Die mdglichen Therapiemdglichkeiten verteilen sich dabei auf ganz verschiedene
Ansatzpunkte. Prinzipiell lasst sich dabei zwischen nicht-endothelialen und
endothelialen Komponenten unterscheiden [69]. Zu den nicht-endothelialen Targets
gehdren I6sliche inflammatorische Mediatoren (z.B. LPS, TNF-a) aber auch Zellen
wie Leukozyten oder Thrombozyten. Auf diesem Feld entwickelte Therapieansatze
haben jedoch keinen Eingang in die klinische Praxis gefunden, da eigentlich
samtliche Phase-3 Studien gescheitert sind [131-134].

Auf Seiten mdglicher endothelialer Therapieansatze sind verschiedene
Angriffspunkte beachtenswert. Neben einer anti-apoptotischen oder einer

antikoagulatorischen Modulation sind auch eine Beeinflussung der in der Sepsis
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entstehenden Hyperpermeabilitat und UberschieRenden Endothel-Leukozyten-
Interaktion denkbar [69].

Petztelbauer et. al konnten in einem myokardialem Ischamie-Reperfusions-Modell
zeigen, dass das vom Fibrin abgespaltete Peptid Bp15-42 kompetitiv an VE-
Cadherin bindet und somit eine Interaktion von neutrophilen Granulozyten und VE-
Cadherin verhindert. Im Ergebnis kam es in diesem Versuchsaufbau zu einer

signifikant reduzierten Leukozytenmigration und Infarktgrof3e [125].

Ziel dieser Arbeit war es nun, diese Erkenntnisse in ein Modell der polymikrobiellen
Sepsis zu Uberfuhren und mdgliche Wirkungen und Nebenwirkungen zu

untersuchen.

5.2. Auswahl der Methodik

Das Modell der ,Colon ascendens Stent Peritonitis® (CASP) ist eine etablierte
Methode um den Verlauf einer postoperativen Sepsis durch die Indikation einer
kotigen Peritonitis mit nachfolgendem septischen Multiorganversagen nachzustellen.
Die Letalitat Iasst sich in diesem Modell durch die Wahl der implantierten Stentgroflie
gut steuern und reproduzieren. Im postoperativen Verlauf zeigt sich nicht nur in den
infektionsnahen (Peritoneallavage), sondern auch in den fernen Kompartimenten
(Leber, Milz, Lunge und Serum) ein sepsistypischer Verlauf von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen. Das CASP-Modell stellt somit ein relativ
realitdtsnahes Modell dar, das zugleich mit einer hohen klinischen Relevanz
einhergeht, da dieses Modell eine postoperative Anastomoseninsuffizienz mit
nachfolgendem, generalisiertem septischen Krankheitsverlauf am  besten

widerspiegelt [135].

Tiermodelle, bei denen LPS intravends appliziert wird, kdnnen den eigentlichen
Sepsiskriterien bzw. Definitionen nicht standhalten, da ein kontinuierlicher Infektfokus
fehlt. Zudem stellen diese Endotoxin-Modelle eher eine systemische
inflammatorische Hyperinflammation dar, deren Letalitat sehr hoch ist und es somit

zu keiner Ausbildung einer kompensatorischen Immunantwort kommen kann.
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Das Modell der ,Cecal ligation and puncture® (CLP) wurde vor dem CASP-Modell
entwickelt und wird somit immer als Konkurrenzmodell angesehen. Auf Grund der
schon langeren Anwendung sind dementsprechend die Erfahrungen mit diesem
Modell groRer [136]. Maier et al. konnten jedoch in einem direkten Vergleich beider
Modelle aufzeigen, dass die Bakterienlast und die Zytokinlevel im CLP-Modell zu
jedem Zeitpunkt viel niedriger sind als im CASP-Modell. Ursachlich hierfur ist eine
Kompartimierung des Infektfokus, die durch Abkapselung mit Hilfe von
Dunndarmschlingen erreicht werden kann. Im CASP-Modell dahingegen ist auch
noch 24h nach Implantation des Stents eine Stuhlleckage prasent. Das CLP-Modell
stellt somit eher ein Krankheitsgeschehen bei einem intraabdominellem Abszel nach
[112].

Jedes der heute verfugbaren experimentellen Tiermodelle zur Erforschung der
Pathophysiologie und mdglicher therapeutischer Ansatze hat natlrlich seine
Limitationen und kann nie die gesamte Pathophysiologie und den manchmal
langwierigen Krankheitsverlauf bei septischen Prozessen im menschlichen

Organismus nachstellen [136-138].

5.3. Das Fibrinspaltprodukt Peptid Bp315-42

Im Jahre 2005 konnten Petzelbauer et al. sowohl in einem akuten als auch
chronischen Myokardischamie-Reperfusions-Modell zeigen, dass es durch die
Applikation des Fibrinspaltproduktes Peptid BR15-42 (FX06) zu einer geringen
InfarktgroRe und konsekutiv zu einer verringerten Narbenausbildung kommt.
Begrundet liegt dieser Effekt in der verminderten bzw. teilweise vollstandig
blockierten Leukozytenmigration, die wiederum die lokale inflammatorische Reaktion

nach Reperfusion signifikant reduziert.

Diese grundlagenwissenschaftlichen Ergebnisse haben in der Zwischenzeit zu einer
Phase-llI-Studie gefuhrt, die FX06 in der klinischen Anwendung supportiv zur
primaren perkutanen Koronarangiographie mit Intervention bei myokardialen
Ischamien mit ST-Hebung untersucht [139]. Die ersten Ergebnisse zeigten auch in
der klinischen Anwendung, dass es zwar zu keiner absoluten Reduktion des
infarzierten Areals kam, aber dass eine signifikante Verkleinerung des nekrotisch

veranderten Gewebeanteils erreicht werden konnte. Dariber hinaus zeichnete sich in
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der mit FX06 behandelten Patientengruppe der Trend auf, dass es postinterventionell
zu einer verminderten Inzidenz erneuter schwerwiegender kardiovaskularer Events
kommt [140].

Auf Grundlage dieser hervorragenden Ergebnisse wurde die Anwendung von Bp315-
42 erweitert auf grundlagenwissenschaftliche Modelle der Organtransplantation und

des hamorrhagischen Schocks.

In einem Rattenmodell der Herztransplantation konnte durch die Anwendung von
FX06 ebenfalls der Ischamie-Reperfusionsschaden des transplantierten Organes
abgeschwacht werden durch eine signifikante Reduktion der Leukozytenmigration in
das Transplantat. Zudem kam es erneut zu einem signifikant verkleinerten
Nekroseareal in der FX06 behandelten Versuchsgruppe. Nebenbefundlich ist
hervorzuheben, dass auch die Funktion des Transplantats in Form des

Schlagvolumens signifikant verbessert werden konnte [141].

Roesner et al. konnten in zwei verschiedenen Modellen des hamorrhagischen
Schocks im Schwein nachweisen, dass auch hier die Applikation von FX06 eine
organprotektive Wirkung hat mit dem Ergebnis eines besseren neurologischen
Outcomes [142] bzw. einer generell signifikant verbesserten Organfunktion des

kardiovaskularen Systems [127].

Neben den positiven Effekten von FX06 in kardiovaskularen Modellen wurde die
Wirkung von FX06 jedoch auch in Modellen der systemischen Inflammation bzw. der
Sepsis getestet. Hierbei zeigte FX06 eine protektive Wirkung bezuglich der
Stabilisierung der endothelialen Barriere im Rahmen einer LPS-induzierten
Pneumonie bzw. in der durch die intravendse Applikation verursachten systemischen
Hyperinflammation und beim schwerwiegenden Erkrankungsbild des Dengue-
Schocksyndroms. Groger et al. konnten bei diesen Versuchen gleichzeitig aufzeigen,
dass die Wirkung von FX06 wahrscheinlich nicht alleine durch die Bindung an VE-
Cadherin mit nachfolgender Rac1-Aktivierung vermittelt wird, sondern dass die
Thyrosinkinase Fyn aus der Src-Kinasefamilie, die in den nachgeschalteten

Signalwegen von VE-Cadherin vorkommt, eine mitentscheidende Rolle hat [126].
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In unserer Arbeit konnten wir nun zeigen, dass FX06 auch in einem murinen Modell
der polymikrobiellen Sepsis einen positiven Einfluss hat wie man anhand der
Uberlebenskinetik erkennen kann. Die mit FX06 behandelten Tiere zeigten ein
hochsignifikant verbessertes Uberleben nach CASP induzierter polymikrobieller
Sepsis. Die Letalitat der CASP-Methode ist wie bei der humanen Sepsis in der
Entstehung eines Capillary Leakage Syndroms mit nachfolgendem letalen
Multiorganversagen begrundet. FX06 wurde sofort nach Durchfuhrung der Operation
intramuskular appliziert, sprich noch weit vor Manifestation einer systemischen
inflammatorischen Reaktion. Es handelte sich hier also um eine praventive
Applikation des Agens. Dies ist sicherlich kritisch zu hinterfragen vor dem
Hintergrund einer maglichen klinischen Anwendbarkeit. Die Anastomoseninsuffizienz
in der kolorektalen Chirurgie, als gefurchtete Komplikation und konsekutive
Sepsisursache, betragt laut Literatur bis zu 15% [143-145]. Das wirde im
Umkehrschluss bedeuten, dass man mehr als 80% der operierten Patienten
unnotigerweise mit einem Medikament behandeln wirde. Auf der anderen Seite ist
mit dem hier verwendeten Versuchsaufbau die Wirksamkeit von FX06 nicht belegbar,

wenn die erste Applikation erst nach der Diagnose einer manifesten Sepsis erfolgt.

5.4. Messung der GefaBpermeabilitat

Zur Bestimmung des Schweregrades einer mdglichen gestdrten Endothelbarriere
wurde die Evans Blue Methode angewendet. Durch die Bindung des Farbstoffes an
Plasmaproteine, die bei einem mdglichen Capillary Leakage Syndrom von intra- nach
extravasal austreten konnen, ist eine indirekte Aussage Uber das Ausmald der

Endothelbarrierestérung maoglich.

In der durchgefuhrten Versuchsreihe zeigte sich eine signifikant hdhere Anreicherung
des Farbstoffes in den Lungenpraparaten der Kontrollgruppe im Vergleich zu den mit
FX06 behandelten Tieren. In den weiteren untersuchten Organen Leber und Milz
deutet sich zumindest bei den Leberpraparaten ein deutlicher Trend zu einer
ebenfalls erhdhten endothelialen Permeabilitat bei den mit NaCl behandelten Tieren

an.

Ausgehend von den heute bekannten madglichen pathophysiologischen

Mechanismen bei der abdominellen Sepsis mit einer Aktivierung von Leukozyten im
64



Darm-assozierten lymphatischen Gewebe und einer daraus resultierenden massiven
Zytokinproduktion, die durch den Weitertransport Uber den Ductus thoracicus die
pulmonale Mikrozirkulation beeintrachtigt, erscheinen die hier aufgezeigten

Ergebnisse im Gesamtkontext schllssig.

Bisher ist die hier aufgefuhrte Arbeit die einzige, die den Einfluss von FX06 auf die
GefalRpermeabilitat in einem Modell der polymikrobiellen Sepsis untersucht. Es
liegen somit keine Vergleichsdaten aus der Literatur vor. Einzig eine Arbeit aus dem
Jahr 2012 von Jennewein et al. testet FX06 im Modell der CLP. Hier zeigt sich eine
signifikante Reduktion der pulmonalen Leukozytenmigration, was als indirektes
Zeichen einer Protektion der endothelialen Barriere durch FX06 im

inflammatorischen Geschehen zu werten ist [146].

Durch die Stabilisierung der endothelialen Barriere werden konsekutiv die
Mikrozirkulation und damit die Versorgung jedes einzelnen Organes verbessert. Das
durch die systemische Hyperinflammation ausgeloste Capillary leakage Syndrom
wird abgeschwacht und somit auch die Entstehung eines Multiorganversagens
verhindert [147].

Im Endeffekt resultiert aus dieser Systematik ein verbessertes Uberleben, wie in der

Uberlebenskinetik eindriicklich dargestellt werden konnte.

Warum die GefalBpermeabilitdt nur in den Lungenpraparaten signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen aufweist und nicht auch in Leber und Milz bleibt
zu diskutieren. Bei den Leberpraparaten zeigt sich zumindest ein deutlicher Effekt fur
eine verbesserte Endothelfunktion in den mit FX06 behandelten Tieren. Hier ist
davon auszugehen, dass sich dieser Effekt auch signifikant zeigen wurde bei einer

Erweiterung der Gruppengrol3e.

Eine weitere mdgliche Erklarung ware, dass der Zeitpunkt der Untersuchung nach
Induktion des septischen Stimulus zu frih gewahlt wurde und somit die

Mikrozirkulation in der Milz noch gar nicht beeintrachtigt wurde.

Auf der anderen Seite spielt die Milz im klinischen Alltag von septischen
Krankheitsbildern keine allzu grof3e Rolle, sondern die fihrenden Organsysteme sind

die Lunge sowie Leber und Niere.
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5.5. Bakteriologie

Um einen mdglichen Einfluss von FX06 auf das Wachstum und die Verteilung von
Bakterien als Infektionserreger zu untersuchen, erfolgte die postoperative
Organentnahme bzw. Probengewinnung um das Wachstum in den einzelnen

abdominellen Kompartimenten nachvollziehen zu kénnen.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass es in der Verteilung und in der
Quantitat der Bakterienkolonien keine signifikanten Unterschiede gibt, sondern dass
die Ergebnisse sehr dicht beieinander liegen. Daraus lasst sich zum einen ableiten,
dass FX06 keinen Einfluss auf das Bakterienwachstum und auf eine mdgliche
Kompartimentierung hat. Des weiteren zeigen die Ergebnisse, dass die
infektiologische Belastung in beiden Versuchsgruppen gleich hoch war und die
aufgezeigte erhdhte Letalitat in der Kontroligruppe nicht durch eine
schwerwiegendere Sepsis begriundet ist, sondern durch den Einfluss von FX06 und

seinen barriereprotektiven Effekt.

In vergleichbaren Studien zur Methodik der CASP wie z.B. bei Maier et al. [112] ist
die bakterielle Belastung in den einzelnen Kompartimenten hoher, was aber auch an
der Verwendung eines grolkeren Stentdurchmessers zur Induktion der
polymikrobiellen Peritonitis liegen konnte. Trotzdem reicht die in dieser
Versuchsreihe erreichte bakterielle Belastung aus, um ohne eine adaquate Therapie
bzw. Intervention eine hohe Letalitat zu erreichen auf Grund eines schwerwiegenden

septischen Krankheitsbildes.

5.6. Beeinflussung des Zytokinprofils in der Sepsis durch FX06

Durch einen inflammatorischen Stimulus werden verschiedenste Signalkaskaden
aktiviert, die schlussendlich zu einer systemischen Reaktion flUhren. In diesen
Signalkaskaden spielen Zytokine und Chemokine eine entscheidende Rolle mit pro-
aber auch antiinflammatorischen Eigenschaften. Eines der bekanntesten
proinflammatorischen Zytokine ist sicherlich TNF-a, welches jahrelang auch als das
,zentrale® Zytokin in der Pathogenese von septischen Krankheitsbildern angesehen
wurde. Aus diesem Grunde wurde in der Vergangenheit immer wieder versucht,
Antikdrper gegen Zytokine zu entwickeln um Signalwege abzuschwachen bzw. zu

stoppen. Dieser Ansatzweg zeigte sich jedoch in der klinischen Anwendung alles
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andere als erfolgsversprechend. Vielmehr kam es zu einer hdoheren Morbiditat und
Letalitdt in den mit Antikdrper behandelten Versuchsgruppen, so dass dieser

therapeutische Ansatz wieder verlassen wurde.

Die Bestimmung von Zytokinen hat im grundlagenwissenschaftlichen Setup jedoch
nach wie vor seine Bedeutung in der Bewertung von stattfindenden immunologischen
Prozessen und moglichen immunomodulatorischen Eigenschaften in der Testung

von pharmakologischen Substanzen.

Die hier durchgefuhrte Bestimmung von verschiedenen pro- als auch
antiinflammatorischen Zytokinen sowie von Chemokinen hatte die Absicht
aufzuzeigen, ob FX06 bei einer intramuskularen Applikation immunomodulatorische
Eigenschaften aufweist. Dazu wurden nicht nur die Zytokin- und Chemokinlevel im

Serum sondern auch in ausgesuchten einzelnen Organen untersucht.

Umfassend kann man festhalten, dass sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen darstellen lassen. Vor allem die beiden wichtigen
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und Interleukin-6 zeigen eigentlich keine
nennenswerten Unterschiede im Serum auf. Dies spricht fUr eine gleichmaRige
Aktivierung von immunkompetenten Zellen in beiden Versuchsgruppen. Ein gleiches
Bild zeichnet sich auch in der Untersuchung der Lunge und Niere. Daraus lasst sich
allgemein schlussfolgern, dass FX06 keine immunomodulatorischen Eigenschaften

zu haben scheint.

Dem gegenuber steht jedoch eine Arbeit von Jennewein et al. [146], wo sich unter
FX06 Applikation eine signifikant reduzierte Expression von proinflammtorischen
Zytokinen in der Leber und auch signifikant reduzierte Plasmalevel nachweisen
lassen. In dieser Studie wurde eine modifizierte Form der ,Coecum Ligature and
Punction“-Methode zur Sepsisinduktion verwendet. An dieser Stelle kann, wie
eingangs erwahnt, dartber diskutiert werden, welche Wertigkeit die CLP-Methode als
polymikrobielles Sepsismodell hat. Viel wichtiger ist jedoch, dass die Autoren kein
funktionelles Korrelat bzw. keinen Signalweg darlegen konnten, der die

immunmodulatorischen Eigenschaften erklart.
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Aus diesem Grund argumentieren die Autoren, dass die abgeschwachte
proinflammtorische Antwort in den mit FX06 behandelten Tieren doch am ehesten

durch die Stabilisierung der endothelialen Barriere zu Stande kommt.

Trotzdem bleibt offen, warum Jennewein et al. im Gegensatz zu den hier
vorliegenden Daten signifikante Unterschiede nachweisen konnten. Eine Erklarung
konnten die unterschiedlichen Applikationsweisen darstellen. Auf der einen Seite die
intramuskulare Bolusgabe und auf der anderen Seite zum einen eine intravendse
Bolusgabe bzw. eine kontinuierliche intraperitoneale Applikation. Vielleicht wird
dadurch eine hohere systemische Konzentration des Agens erreicht, wodurch der
Effekt der Barrierestabilisierung noch weiter verstarkt wird und mogliche weitere
Effektmechanismen in den Vordergrund ricken. Dies bleibt bis zum jetzigen
Zeitpunkt aber nur Spekulation und bedarf somit noch einer weiteren

grundlagenwissenschaftlichen Aufarbeitung.

5.7. Organtoxizitat von FX06

Bei der Testung von neuen moglichen therapeutischen Agenzien gehort auch die
Bestimmung von mdglichen toxischen Effekten dazu. In der hier vorliegenden Arbeit
wurden dazu zum einen die hepatischen Transaminasen und zum anderen Kreatinin
und das Protein S-100 betrachtet.

Die Transaminasen Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und Alanin-Aminotransferase
(ALAT) waren tendenziell in den FX06 behandelten Tieren leicht erhoht. Dieser
Unterschied ist jedoch als marginal zu betrachten und erlaubt keine klinischen

Ruckschlusse bezuglich einer moglichen hepatischen Toxizitat von FXO06.

Ein etwas anderes Bild stellt sich jedoch bei der Kreatininbestimmung dar. Hier
zeigen die Tiere, die nur das Placebo appliziert bekommen haben, einen fast doppelt
so hohen Wert als die mit FX06 behandelten Tiere. Ein Signifikanzniveau wird hierbei
jedoch nicht erreicht, was an der bestehenden Varianz von bis zu +2,3umol/l liegen
konnte. Es lasst sich aber vorsichtig ableiten, dass bei den mit Placebo behandelten
Tieren schon eine septische Nephropathie eingesetzt hat, die zu einer verminderten
Kreatinin-Clearance und somit konsekutiv zu einem erhohten Serumkreatininwert

gefuhrt hat. Eine Erklarung fur die verbesserte Nierenfunktion unter FX06 kdnnte
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wiederum die verbesserte Mikrozirkulation im Endorgan sein, was eine verbesserte
Perfusion der Niere und somit eine verbesserte Organfunktion zur Folge hat. Auf alle

Falle Iasst sich aber auch hier eine nephrotoxische Wirkung von FX06 ausschliel3en.

Das Protein S-100 ist ein eher unspezifischer Marker fir verschiedenste zellulare
Prozesse. Unter anderem ist S-100 erhdht bei inflammatorischen Vorgangen, aber
auch bei apoptotischen Prozessen [148]. Die Aussagekraft ist daher nur
eingeschrankt. Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen ergeben sich keine

signifikanten Unterschiede bei sehr eng beieinander liegenden Werten.

Es lasst sich also abschliellend festhalten, dass FX06 weder hepato- noch
nephrotoxisch zu sein scheint. Die deutlich niedrigeren Serumkreatininwerte in der
mit FX06 behandelten Gruppe sind am wahrscheinlichsten auf die verbesserte

Mikrozirkulation zurtickzufiihren.

5.8. Klinische Bedeutung

Die Sepsis ist nach wie vor ein tagliches Problem in der klinisches Praxis, was
samtliche Fachdisziplinen vor grof3e Herausforderungen und Ratsel stellt. Dabei
muss man leider festhalten, dass es in der kausalen Therapie der Sepsis in den
letzten Jahren keine grof’e Weiterentwicklung gab, bis auf die Entwicklung noch
schonenderer Verfahren zur Fokussanierung und die Etablierung neuer
Breitspektrum-Antibiotika. Auf der anderen Seite kommt es jedoch Jahr fur Jahr zu
einem Anstieg von multiresistenten Keimen bzw. zur Etablierung neuer Pathogene,

die auf bestimmte Antibiotikatherapien nicht mehr sensibel reagieren.

Die grundlagenwissenschaftliche Forschung auf dem Gebiet der Sepsis hat zwar zu
neuen Erkenntnissen in Bezug auf pathophysiologische Mechanismen geflhrt, eine
Darlegung oder gar eine erfolgreiche Entwicklung von therapeutischen Agenzien
konnte jedoch nicht erreicht werden. Aus diesem Grunde spricht Warren L. Lee nicht
umsonst von ,einem Friedhof der Entdeckungen®, wenn er Uber den Stand mdglicher

therapeutischer Ansatze in der Sepsis spricht.

Es ist wahrscheinlich unnoétig zu erwahnen, dass eine alleinige Reduktion septischer
Krankheitsbilder durch eine Verhinderung des auslésenden Stimulus zu erreichen

ware. Die Vielzahl der moglichen Stimuli Iasst dies nicht zu. Nach unserem heutigen
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Wissensstand muissen wir davon ausgehen, dass die Endstrecke der septischen
Krankheitsbilder die endotheliale Schadigung mit konsekutiver
Mikrozirkulationsstérung und nachfolgendem Organversagen darstellt. In der
Entstehung dieses Capillary Leaks bzw. im Zusammenspiel der Interaktionspartner
von Seiten des Immunsystems mit dem Endothel kdnnte ein neuer und ganz

entscheidender Therapieansatz stecken.

Genau in diesem Feld entwickelt FX06 seine Wirkung, indem es zu einer
verminderten Leukozytenmigration und zu einer Endothelstabilisierung fuhrt wie in

der hier vorliegenden Arbeit gezeigt.

Dass die Stabilisierung der Endothelbarriere einen positiven Einfluss auf das
Outcome in der LPS-induzierten Hyperinflammation hat, konnte Schick et al. auch
durch die Applikation des Phosphodiesterase-4-Inhibitors Rolipram zeigen. Durch die
Applikation von Rolipram kam es zu einem intrazellularen Anstieg der cAMP-
Konzentration, was wiederum einen positiven Einfluss auf die Junktionsproteine hat
[147, 149, 150].

Bei der Verwendung von FXO06 in der Sepsis ist sicherlich noch eine weitere
Validierung der ersten rudimentaren Daten von Noten. Dazu gehoéren naturlich auch
eine genauere Dosis-Findungskurve und die Etablierung eines Applikationsweges. In
der hier vorliegenden Arbeit wurde FX06 intermittierend intramuskular appliziert. Die
oben genannte Arbeit von Jennewein et al. hat dagegen einen intraperitonealen Weg

und einen intravendsen Zugangsweg gewahlt.

Kritisch anzumerken ist zudem, dass in den beiden Studien eine Applikation sofort
bzw. relativ zeithah nach Induktion einer Sepsis erfolgt ist. Eine Translation in die
klinische Praxis ist an diesem Punkt natlrlich schwierig, da nicht jeder Patient, der
z.B. eine magliche septische Komplikation nach einem operativen Eingriff ausbilden
konnte, prophylaktisch mit FX06 behandelt werden kann. Es stellt sich aus diesem
Grunde die Aufgabe, die Wirkung von FX06 zu eruieren, wenn sich ein septisches

Krankheitsbild klinisch schon manifestiert hat.
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5.9. Kritik und Einschrankungen
Im vorangegangenen Absatz wurden bezuglich der Anwendung von FX06 schon die
Grenzen der hier erhobenen Daten und die daraus resultierenden notwendigen

wissenschaftlichen Anstrengungen fur die Zukunft formuliert.

Insgesamt muss man festhalten, dass jegliche grundlagenwissenschaftliche Arbeit
auf dem Gebiet der Sepsis angreifbar ist, da es enorm schwierig ist, ein
Sepsismodell zu finden, das dem klinischen Verlauf im Menschen nahe kommt und
gleichzeitig eine gute Reproduzierbarkeit aufweist. Der Vorteil der hier verwendeten
CASP-Methode ist sicherlich die relativ grole Nahe zur Klinik der
Anastomoseninsuffizienz mit konsekutiver Peritonitis und Ausbildung eines
septischen Krankheitsbildes. Zum anderen ist die Reproduzierbarkeit eingeschrankt,
da es interindividuelle Unterschiede zwischen den Tieren gibt bzgl. der Quantitat des

infektiologischen Stimulus.

Die verwendete Evans-blue Methode zur Charakterisierung einer mdglichen
Permeabilitatsstorung ist eine in der Literatur etablierte Methodik. Interessant ware
es sicherlich, die Mikrozirkulation in Echtzeit an postkapillaren Venulen zu
beobachten mit Hilfe der Intravitalmikroskopie. In der Grundlagenforschung wird
dafur haufig die intestinale Mikrozirkulation verwendet mit der Einschrankung, dass
dazu Ratten verwendet werden. Bei Mausen sind namlich die mesenterialen
postkapillaren Venulen nur sehr schlecht bis gar nicht darstellbar. Aus diesem

Grunde wurde in der hier vorliegenden Arbeit auf die Intravitalmikroskopie verzichtet.
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6. Zusammenfassung

Die Sepsis ist eine in der Offentlichkeit zumeist unbekannte Erkrankung, trotz der
aulerst hohen Wichtigkeit im klinischen Alltag [151]. Sie stellt nach wie vor die
haufigste Todesursache auf nicht kardiologischen Intensivstationen dar, wobei die
Inzidenz jahrlich weiter ansteigt. Die Grunde fur die steigende Inzidenz und die
persistierend hohe Letalitat sind zum einen, wie im gesamten Gesundheitssektor, die
Altersstruktur der westlichen Bevodlkerung und zum anderen die medizinisch-
technischen Moglichkeiten auch Patienten im weit fortgeschrittenem Alter in kurativer

Intention zu therapieren mit der Gefahr von hoheren Morbiditats- und Letalitatsraten.

Ein weiterer Fakt ist zudem sicherlich, dass es in den Therapieoptionen der Sepsis
keine wirklichen Fortschritte gab. Die Sepsisforschung hat es geschafft, immer
neuere pathophysiologische Mechanismen aufzuzeigen, so dass die Komplexitat
schon fast zur Verzweiflung gefihrt hat. Mogliche Therapieansatze, die in vitro und in
Tiermodellen erfolgsversprechend waren, sind zumeist in klinischen Studien

gescheitert.

Aus diesem Grunde bleiben zum heutigen Zeitpunkt dem klinisch tatigen Arzt nur
zwei kausale Therapiestrategien Ubrig. Zum einen die Fokussanierung, wenn denn
der Fokus diagnostizierbar ist, und zum anderen die antibiotische, antivirale bzw.
antifungale medikamentése Therapie. Alle weiteren intensivmedizinischen
Bemulhungen lassen sich unter dem Gesichtspunkt einer supportiven und additiven
Therapie subsumieren. Dazu gehoért auch das hamodynamische Management,
obwohl man Uber die Jahre immer wieder festgestellt hat, dass es auf der Endstrecke
der Sepsis zu einem Multiorganversagen auf Grund einer mangelhaften

Organperfusion kommt.

Ursachlich hierfir ist das sogenannte Capillary Leakage, das vor allem an
postkapillaren Venulen entsteht. Die aktuell verfugbaren hamodynamisch wirksamen
Medikamente (z.B. Noradrenalin, Adrenalin, Dobutamin, Vasopressin) haben jedoch

auf dieses Capillary Leakage keinen Einfluss.

Die Therapie des Capillary Leakage ist naturlich definitionsgemald keine kausale
Therapie der Sepsis, weil der ausldésende Stimulus nicht das Ziel ist, sondern die

Endstrecke der durch den Stimulus aktivierten pathophysiologischen Prozesse der
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Sepsis. Dass dieser neue Therapieansatz zur Stabilisierung der endothelialen
Barriere sinnvoll sein kann, konnte nicht nur in der hier vorliegenden Arbeit

aufgezeigt werden, sondern auch durch andere Arbeitsgruppen [146, 147].

Der Wirkmechanismus von FX06, der zur Stabilisierung der Endothelbarriere fuhrt
muss sicherlich noch einmal genau evaluiert werden, genauso wie die Klarung der

bestmoglichen Applikationsform bzw. -weges.

Es bleibt aber festzuhalten, dass FX06 ein Agenz ist, das die Endothelbarriere zu
stabilisieren scheint und dadurch die Entstehung eines Capillary Leakage
abschwacht werden kann. Schlussendlich fiihrt dies zu einem Uberlebensvorteil im
murinen polymikrobiellen Sepsismodell. Dieser Erkenntnis gilt es jetzt in weiteren
wissenschaftlichen Anstrengungen nachzugehen, um vielleicht eine Translation in

den klinischen Alltag zu schaffen.
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