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1 Einleitung

1.1 Systemische Inflammation

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit erkranken jahrlich ca. 18 Millionen Menschen an einer Sepsis (1). Langzeituntersuchungen in
den USA zeigen eine steigende Inzidenz dieser schweren Diagnose, die mit einer hohen Letalitat
assoziiert ist. So bendtigt die Halfte aller hospitalisierten Patienten eine intensivmedizinische
Betreuung. Auf Intensivstationen rangiert die schwere Sepsis an erster Stelle der Todesursachen (2-

4). Insgesamt wird sie in den USA als zehnthaufigste Todesursache aufgefihrt (5).

In Deutschland liegt die geschéatzte Inzidenz der Sepsis bzw. schweren Sepsis bei 116 bzw. 110
Fallen pro 100.000 Einwohner, so liegt die erwartete Zahl von jahrlichen Neuinfektionen bei 79.000
bzw. 75.000. Auf deutschen Intensivstationen (ICU) betragt die Pravalenz der Sepsis 12,4%, die der
schweren Sepsis und des septischen Schocks 11,0%. Die 90-Tage Mortalitét liegt bei der schweren
Sepsis bei 54% (6). Somit stellen septische Erkrankungen die 7. haufigste Krankenhausdiagnose dar
und mit rund 60.000 Todesféallen pro Jahr die dritthdufigste Todesursache in Deutschland. Lange
wurde die soziobkonomische Bedeutung der Sepsis auf Grund fehlender valider Daten in Deutschland
unterschéatzt. Die Kosten fur die intensivmedizinische Betreuung der Sepsis verbrauchen rund 30%
des Gesamtbudgets fur Intensivmedizin, dies entspricht einer Summe von 1,77 Milliarden Euro jahrlich
(7). Um diesem Problem entgegenzuwirken wurde 2001 ein Kompetenznetzwerk Sepsis ins Leben
gerufen, die Deutsche Sepsis Gesellschaft e.V.. Diese tragt Zustandigkeit fir Forschungs-,
Offentlichkeits- und Aufklarungsarbeit auf dem Gebiet der Sepsis, geférdert durch das Ministerium fiir
Bildung und Forschung (8), um in Zukunft die ,Evidence Based Medicine® auf dem Gebiet der Sepsis

zu ermoglichen.

1.1.2 Definition der Sepsis

Der Grundstein dieser modernen, ,evidence based“ Aufarbeitung der Sepsis wurde im August 1991 in
der ,Consensus Conference” vom ,American College of Chest Physicians“ (ACCP) und der ,Society of
Critical Care Medicine® (SCCM) gelegt. Dieses Zusammentreffen erarbeitete erstmals eine
allgemeingultige Definition der Sepsis und ihrer Folgen. Zudem wurden objektivierbare Parameter
eruiert, die eine Klassifizierung der Patienten anhand ihrer klinischen Situation ermdglicht. Zum
besseren Monitoring wurde auch eine Art Sepsis Scoring Methode entwickelt, um Vorhersagen uber

die Prognose und Mortalitat der Patienten zu treffen.
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Die klar abgesteckten Ziele der ACCP/SCCM Consensus Conference waren: Erstens die Férderung
der Sepsis-Friiherkennung, um eine friihzeitige therapeutische Intervention zu ermdglichen. Zweitens
eine Standardisierung von Forschungsprotokollen, als Voraussetzung fir die Publikation valider
Klinischer Studien. AuRerdem sollte die Konferenz Ansto3 zur weiteren Erforschung der
Pathophysiologie der Sepsis sein, um dieses komplexe Krankheitsbild, seine Ursachen und Folgen zu
verstehen. Definiert wird unter anderem das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS), die

Sepsis, die schwere Sepsis sowie der septische Schock als folgenschwerste Komplikation der Sepsis.

Laut Definition der ACCP/SCCM Consensus Conference liegt ein Systemic Inflammatory Response

Syndrome (SIRS) vor, wenn zwei oder mehr der folgenden klinischen Kriterien erflllt sind:

Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)

Kérpertemperatur =38 °C <36 °C
Herzfrequenz =90 Schlage/Minute

Atemfrequenz > 20 Atemzage/Minute PaCO2 < 32 mmHg
Leukozytenzahl >12.000 / cu mm =4.000/cumm

>=10% unreife neutrophile Granulozyten

Abb. 1 Definition des Systemic Inflammatory Response Syndrome (9)

Eine Korpertemperatur hoher als 38°C oder kleiner als 36°C, des Weiteren eine Herzfrequenz von
Uber 90 Schlage pro Minute. Ein weiteres mdgliches Kriterium ist eine Tachypnoe mit Uber 20
Atemziigen pro Minute oder eine Hyperventilation mit einem Kohlenstoffdioxid Partialdruck (PaCO,)
von weniger als 32mmHg, oder eine Leukozytose mit mehr als 12000/ul Leukozyten bzw. eine
Leukozytopenie mit weniger als 4000/ul weilen Blutkdrperchen oder mehr als 10% unreifen

neutrophilen Granulozyten.

Die SIRS ist das Resultat einer Vielzahl mdglicher Ursachen, wie Trauma, Ischamie, Pankreatitis,
hamorrhagischer Schock, etc.. Eine infektiose Genese ist dabei jedoch nicht nachweisbar. Als
schwere Komplikation ist die Organsystemdysfunktion anzusehen, mit einer akuten Schadigung der
Lunge, akutem Nierenversagen, Schock und einem Multiplen Organdysfunktions Syndrom (MODS).
Die Sepsis ist als ein SIRS infolge eines akuten, aktiven infektiosen Prozesses im Kranken zu sehen
(9). Die schwere Sepsis ist durch das zuséatzliche Auftreten einer Sepsis bedingten Hypotension,
Hypoperfusion sowie einer Organdysfunktion definiert. Daraus kann ein akutes Kreislaufversagen mit
anhaltender Hypotension resultieren und wird dann als septischer Schock bezeichnet, sofern keine

andere Genese ersichtlich ist (9, 10).



Septischer
Schock

Schwere Sepsis + Hypotension

Schwere
Sepsis
SGpSlS Sepsis + Endorganversagen

SIRS + Infektion

SIRS

Temp. <36°C, =»38°C; HF =90/min; AF =20/min, PACO2 =32 mmHg
Leukozyten »12.000, <4.000, »10% unreife neutrophile Granulozyten

Abb. 2 Von der systemischen Inflammation hin zum septischen Schock (9, 11)

Eine weitere ,Consensus Conference” fand 2001 statt, um die damalig festgelegten Kriterien der
SIRS/Sepsis Klassifikation zu Uberarbeiten bzw. diese zu erweitern. Die SCCM, die European Society
of Intensive Care Medicine (ESICM), die ACCP, die American Thoracic Society (ATS) und die Surgical
Infection Society (SIS) definierten die Sepsis, wie 1991, als eine SIRS mit einer nachgewiesenen oder
vermuteten Infektion. Die oben bereits genannten klinischen Parameter wurden um folgende Kriterien
erweitert: veranderterer mentaler Status, signifikantes Odem oder positive Fliissigkeitsbilanz sowie
Hyperglykdmie in Abwesenheit eines Diabetes mellitus. Die inflammatorischen Parameter beinhalten
nun, neben der Leukozytenzahl, den Anstieg des C-reaktiven Proteins sowie des Procalcitonin-
Spiegels im Plasma. Zu den hdamodynamischen Parametern wurde eine vendse Sauerstoffsattigung
von Uber 70% sowie ein cardiac index groRer 3,5 L-min™*-M? hinzugefligt. Folgende Variablen wurden
festgelegt um eine Organdysfunktion zu erkennen: Arterielle Hypoxie, akute Oligurie, Kreatinin-
Anstieg, abnorme Gerinnungsparameter, lleus, Thrombozytopenie und Hyperbilirubinamie. Zuletzt
wurden Variablen beriicksichtigt, die eine Aussage Uber eine verminderte Gewebeperfusion erlauben,
wie eine Hyperlaktatdmie und eine verlangerte Rekapillarisierungszeit. Die Definition der schweren
Sepsis blieb als Sepsis mit einer komplizierenden Organdysfunktion unverandert. Der septische
Schock ist durch ein akutes Kreislaufversagen mit persistierender, arterieller Hypotension
gekennzeichnet. Diese Definitionen erlauben kein genaues Staging von Patienten mit einer Sepsis,
welches Informationen tber Outcome sowie einen potenziellen therapeutischen Nutzen geben kann.
Deshalb wurden, in Anlehnung an die TNM-Klassifikation maligner Tumorerkrankungen, die PIRO-
Kriterien geschaffen. Diese beriicksichtigen préadisponierende Faktoren, das Ausmall der Infektion,

der Immunantwort sowie der Organdysfunktion (12, 13).



1.2 Pathophysiologie der Sepsis

Die Sepsis entsteht durch die systemische Ausbreitung einer lokalen Infektion Gber den Blutweg. Die
haufigsten Ausldser sind Bakterien wie deren Toxine, aber auch Viren, Pilze und Parasiten kdnnen
ursachlich sein. Bei der bakteriellen Sepsis unterscheidet man, abhangig von den auslésenden
Bakterien, die gramnegative (beispielsweise Enterobakterien) und die heute haufigere, grampositive
(beispielsweise Enterokokken) Sepsis (3, 10). Gramnegative Bakterien wirken Uber das Endotoxin
Lipopolysaccharid (LPS) (14). Bei grampositiven Mikroorganismen sind die initialen Ausléser der
Entziindungsreaktion Peptidoglykane der bakteriellen Zellwand sowie von den Bakterien freigesetzte
Exotoxine (15). Diese stellen Liganden fiir verschiedene membranstandige Rezeptoren der
Entziindungszellen dar und werden von diesen gebunden und erkannt. Uber eine intrazellulare
Signalkaskade wird schlie3lich ein Stimulus zur Transkription verschiedener proinflammatorischer
Mediatoren gesetzt (10, 16-19).

Die ersten, sogenannten primaren Mediatoren, fuhren zur Freisetzung sekundarer,
signalverstarkender Mediatoren und so zu einer weiteren Aktivierung des Immunsystems. Die
Quantifizierung solcher Entziindungsmediatoren im Blutplasma wie beispielsweise Interleukin-6 (IL-6),
erlaubt eine frihe Erkennung bakterieller Infektionen sowie ein Monitoring der Schwere der Infektion.
Das Immunsystem versucht die akute Hyperinflammation mit einer zeitgleich ablaufenden
antiinflammatorischen Reaktion, der sog. CARS ,,Compensatory antiinflammatory response syndrome*
zu bremsen. Das genaue Zusammenspiel dieser antagonistisch wirkenden Prozesse und deren
klinische Folgen sind noch weitgehend ungeklart (10, 20, 21).

Eine weitere gewichtige Folge der Sepsis ist die ,Disseminierte intravasale Gerinnung®. Es besteht
eine Dysregulation des Gerinnungssystems, die einerseits zu einer Hyperkoagulation, andererseits zu
Blutungen fuhren kann. Ebenso wie die Immunantwort, wird diese Reaktion durch proinflammatorische
Mediatoren ausgelost (22). Die auftretende Thrombenbildung okkludiert kleinste Gefaf3e der
Mikrozirkulation und beeintrachtigt so die Durchblutung und folglich die adaquate
Sauerstoffversorgung des Gewebes (23). Dieser Faktor tragt mit zur Organdysfunktion in der

schweren Sepsis bei.

Auch das Myokard ist in seiner Kontraktilitat beeintrachtigt. So kommt es beim septischen Schock
nach einer anfanglichen hyperdynamen Phase mit reduziertem peripheren Widerstand, niedriger
arterioventser Sauerstoffdifferenz, jedoch noch normalem Blut- und zentralem Venendruck (ZVD), zu
einer sekundaren hyodynamen Phase. Diese ist gekennzeichnet durch erhdhten peripheren
GefalRwiderstand, einer erhthten arterioventsen Differenz des Sauerstoffgehalts sowie sinkendem
Blutdruck und ZVD. Die sinkende Auswurfleistung des linken Ventrikels ist ein weiterer Faktor, der die

angemessene Sauerstoffversorgung der Organe mindert (10, 24-26).

Neben einer Vielzahl von endokrinologischen Stérungen findet sich des Weiteren eine systemische
Stoérung der Mikrozirkulation, durch die oben bereits erwahnten Dysfunktionen. Die Hyperkoagulabilitat
in den GeféaRen fuhrt zu Mikrothromben (23). Durch die toxische Schadigung der Endothelzellen bildet

sich ein perizellulares Odem, welches zur Beeintrachtigung der Durchblutung der entsprechenden
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Areale fihrt (27). Die vermehrte Leukozytenadhéasion (28) sowie die verminderte Verformbarkeit der
Erythrozyten (29) haben ebenfalls einen negativen Einfluss auf die Gewebedurchblutung und sind

mitverantwortlich fur die Organdysfunktion in der schweren Sepsis (10).

Das Endothel nimmt eine wichtige Rolle bei der Stérung der Mikrozirkulation auf zellularer Ebene ein.
Auf der Oberflache der Endothelzellen kommt es in der akuten Inflammation zu einer vermehrten
Expression von Adhadsionsmolekilen fir Leukozyten, um deren Einwanderung in das Gewebe zu
ermoglichen bzw. zu foérdern (30). Die von den Entziindungszellen freigesetzten zytotoxischen
Substanzen zur Erregerabwehr schadigen in gewissem Ausmafl auch die kopereignen Zellen,
besonders die Endothelzellen mit engem Kontakt zum Blutstrom. Zudem reagieren diese Zellen auf
den inflammatorischen Stimulus mit der Freisetzung vasoaktiver Substanzen, was zur Dilatation der
GefaRe fihrt. Dadurch wird vermehrt Volumen in der Peripherie gepoolt, eine relative Hypovolamie
entsteht (10, 31).

Mikrobieller Stimulus ————— .
Empfindlichkeit auf Infektion

Expression von Gewebefaktor |

| Signalverstarkung

Aktivierung der Aktivierung des Immunsystems 1/
Gerinnungskaskade N Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies Hyper Hypoinflammation
durch akfivierte Granulozyten -inflammation Antiinflammatorische
| | TNFa, IH1B, 16, 118, Zytokine, Apoptose
. o PAF, C5a , MIF und Anergie von
Disseminierte Endothelzellschaden «<— HMGB1 Immunzellen

intravasale Gerinnung |

‘ Dysregulation der

Mikrozirkulation

Gewebehypoxie <— Kardiovaskulédre Dysfunktion
Gewebeschaden <— Apoptose
Organdysfunktion

|

Tod

Abb. 3 Pathophysiologie der Sepsis, modifiziert nach (10)

HMBG: High mobility group B, II: Interleukin, MIF: migration inhibitory Factor, PAF: platelet activation factor, TNF:
Tumor necrosis factor

Neben der relativen Form tritt auch die absolute Hypovolamie auf. Durch die erhdhte Permeabilitat der
GefalRe, der Mikrozirkulation sowie dem ,Capillary leak® in der Sepsis kommt es zu einem massiven

Flissigkeitsverlust, resultierend in Aszites und Gewebsddem (32). Diese Faktoren tragen maf3gebend
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zur Entstehung des hypovolamen, septischen Schocks bei (33, 34). Da die septische Dysregulation im

Wesentlichen die GefalRe der Mikrozirkulation betrifft, sollen diese kurz einzeln erwahnt werden.

1.3 Aufbau und zellulare Bestandteile der Mikrozirkulation

Gefalle unterscheiden sich in ihrem Wandaufbau abhéngig von ihrer Gré3e und Funktion. Kleinste
Gefalle bestehen nur aus einem Endothelzellschlauch, groRere GefalRe besitzen hingegen einen
komplexeren, dreischichtigen Wandaufbau (35): Luminal werden diese GeféaRe von einer
Endothelzellschicht ausgekleidet, diese schafft im Inneren des GefaRes eine antithrombogene
Oberflache und hat Einfluss auf die Extravasion von Plasma wie Entziindungszellen (36). Dem
Endothelium liegt auRen eine Basalmembran an, in der Perizyten oder glatten Muskelzellen liegen
(37, 38). Perizyten finden sich vor allem assoziiert mit prékapillaren Arteriolen, Kapillaren und
postkapillaren Venolen, hier sind auch keine glatten Muskelzellen um die Gefalie gruppiert zu finden
(37, 39-42). Die kleinsten Kapillaren sind nur von einer Schicht Perizyten umgeben (43, 44). Die
Diskontinuitat der Basalmembran ermdglicht eine direkte Interaktion von Perizyten und
Endothelzellen. Die beiden Zelltypen kommunizieren und beeinflussen sich gegenseitig tGber diverse
Zellkontakte und Signalwege (37, 38).

Gewebe Peg-Socket-Contact”
@ Adh3sions-Plague

Basalmembran

Abb. 4 Endothelzell-Perizyten-Interaktion in GeféaRen der Mikrozirkulation. Perizyten umgeben die
Endothelzellen und teilen sich eine Basalmembran. Direkte Endothezell-Perizyten-Kontakte sind in

den sog. ,peg-socket-contacts” lokalisiert, hier fehlt die Basalmembran (37, 43, 45, 46).

Abbildung nach (37, 47)

1.3.1 Endothelzellen

Endothelzellen sind flache, langliche Epithelzellen, die die Gefal3e aller Organsysteme sowie die
Kreislauforgane des menschlichen Korpers auskleiden und direkten Kontakt zum Blutstrom haben. In
ihrem Zytoplasma finden sich neben den ublichen Zellorganellen, die endothelzellspezifischen Weibel-

Palade-Bodies, in welchen unter anderem Angiopoietin-2 gespeichert wird.
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Das Endothelium hat verschiedene elementare Funktionen. Die wichtigste Funktion ist der geregelte
Austausch von Gasen und Metaboliten zwischen Blut und umliegendem Gewebe. Des Weiteren
haben Endothelzellen Einfluss auf die Gerinnung, indem sie antithrombogene wie antikoagulatorische
Stoffe bilden (48). Eine weitere wichtige Aufgabe ist die Barrierefunktion des Endotheliums, die den
jeweiligen Gewebebediirfnissen angepasst ist. Die Endothelzellen sind untereinander durch Zell-Zell-
Kontakte (Tight junctions, Adhérens Kontakte, Gap junctions) verbunden. Durch verschiedenste
membranstandige Rezeptoren wird eine selektive Barriere zwischen Blut und umliegendem Gewebe
geschaffen. Basal regeln Endothelzellen durch spezifische Verbindungen und Rezeptoren die Zell-
Matrix- sowie Zell-Zell-Kontakte. Zudem werden einige Bestandteile der extrazellularen Matrix vom
Endothelium selbst synthetisiert. Eine weitere entscheidende Rolle spielt das Endothelium in der
Regulation des Blutflusses Uber die GefaBweite, vor allem durch die Synthese vasoaktiver
Substanzen (wie beispielsweise NO) und spezialisierte Kontakte zu den glatten Muskelzellen bzw.
Perizyten (49, 50).

Endothelzellen stellen aber nicht rein plastische Gebilde mit einer festgeschriebenen Funktion dar,
sondern eine heterogene Gruppe, deren Eigenschaften von der Zusammensetzung des Blutes, vom
jeweiligen Organsystem sowie von den Zell-Kontakten in der Gefallwand abhangen (50, 51). Unter
normalen Bedingungen befinden sich die Endothelzellen in einem ruhenden Zustand. Perizyten
beispielsweise haben mit ihren direkten Kontakten eine inhibierende Funktion und somit einen
stabilisierenden Einfluss auf das Endothelium. Werden die Umgebungsbedingungen der
Endothelzellen verandert, wie durch die Induktion von Adhasionsmolekiilen, die gezielte Expression
von Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder durch die Aktivierung von Stress-Genen (zum Beispiel
Hypoxie, Azidose, Ischdmie), so andern die Endothelzellen ihren Phanotyp, durch verschiedene
Zytokine getriggert. Die Endothelzellen passen ihren Phanotyp der neuen Situation an, um weiterhin
ihre komplexen Aufgaben unter verénderten Voraussetzungen wahrnehmen zu kénnen. Vor allem die
Aktivierung der Endothelzellen wahrend der Inflammation wurde genau beschrieben. Durch die
zytokingetriggerte Expression von Zelladhédsionsmolekilen, wie E-Selectin, P-Selectin, VCAM-1 und
ICAM-1, auf der luminalen Oberflache des Endothels kénnen im Blut zirkulierende Entzindungszellen
zum Ort der Inflammation gefiihrt werden. Dies stellt einen der ersten Schritte in der

Entziindungskaskade dar (51).

Auf die Integritat des ruhenden Endothels nimmt das Angiopoietin-Tie-2-System direkten Einfluss. Tie-
2 ist eine ubiquitdr auf Endothelzellen exprimierte Rezeptor-Tyrosin-Kinase mit den partiell
antagonistisch wirkenden Liganden Angiopoietin-1 (Ang-1) und Angiopoietin-2 (Ang-2). Im Versuch
stort exogen zugeflhrtes Angiopoietin-2 die Integritét einer einschichtigen Endothelzellschicht. So
bewirkt die Blockade von Tie-2 die Abwanderung von Endothelzellen aus dem Verbund (52). Dieser

Zusammenhang wird spater (1.3.3) naher erlautert.
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1.3.2 Perizyten

Perizyten sind murale Zellen, die von mesenchymalen Progenitorzellen abstammen und durch
bestimmte Stimuli rekrutiert werden kénnen (53-55). Sie gruppieren sich um die kleinsten Geféal3e der
Mikrozirkulation, wie prakapillare Arteriolen, Kapillaren, postkapillare Venolen (10, 12-14, 37) und
liegen eingebettet in die Basalmembran. Die Korper der Zellen besitzen lange, zytoplasmatische
Auslaufer die sich entlang des GefaRverlaufs erstrecken. Diese unterteilen sich erneut in kleinere
Fortsatze, die das Gefal zirkular umgeben (39, 56).

Abb. 5 Elektronenmikroskopische Darstellung eines Perizyten auf der Oberflache einer arteriellen
Kapillare. Mit N ist der plumpe Zellkérper im Bereich des Zellkerns markiert. Der primére,
zytoplasmatische Auslaufer, welcher sich entlang der Gefal3achse erstreckt, ist mit 1 gekennzeichnet.
Unter 2 zeigen sich sekundare Auslaufer, welche sich zirkular um das Gefald anordnen. Tertidre
Auslaufer (gekennzeichnet mit 3) entspringen den Enden der sekundaren Aste und verzweigen sich
weiter entlang der Gefalioberflache. Die darunterliegende Endothelzellschicht ist am Ende der
Pfeilspitzen zu sehen. (Abbildung und Text modifiziert nach 57)

Durch die fenestrierte Basalmembran treten Perizyten und Endothelzellen durch sog. ,peg-socket-
contacts“ direkt miteinander in Kontakt. Uber diese Kontakte steht ein Perizyt oft mit mehreren
Endothelzellen in Kontakt und kann so integrative wie koordinative Funktionen zwischen den
benachbarten Endothelzellen vermitteln (37, 43, 45-47, 57). Weiterhin bestehen, abh&angig vom
Gewebe, auch ,tight junctions®, ,gap junctions” und sog. ,Adhaerens Plaques* zwischen Perizyten und
Endothelzellen. Die ,Adhaerens Plaques“ bestehen aus dem Glycoprotein Fibronectin auf der
Plasmamembran der Perizyten und schaffen eine mechanische Verbindung zwischen zwei Zellen (39,

58, 59). Zudem ubernehmen Perizyten auch eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des
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GefaRtonus der Mikrozirkulation. Uber die Rho-GTPase kann, dhnlich wie in glatten Muskelzellen,
eine Modulation der Perizytenmorphologie und -kontraktilitat erfolgen und der GefalRdurchmesser
beeinflusst werden (60). Durch die Zell-Zell-Kontakte kann eine Kontraktion der Perizyten auf die

Endothelzellen tibertragen werden.

Perizyten wirken stabilisierend auf die Gefal3e und Regulieren die Gefalreifung, -entwicklung sowie
das Remodelling (37). Perizyten hemmen die Endothelzellmigration (61), so findet sich eine hohe
Dichte an Perizyten um Gefalie in reifem Gewebe mit niedrigem Zellumsatz (39, 62, 63). Um die
aussprossenden Kapillaren in einer heilenden Wunde finden sich anfangs hingegen kaum Perizyten
(39, 40). Endothelzellen kénnen so in dieses Gewebe mit hohem ,turnover® spontan einwandern (61).
Das Ausmal3 des Perizytenbesatzes ist aulerdem von der Funktion des jeweiligen Gefa3bettes
abhangig. Je hoher das Verhaltnis von Perizyten zu Endothelzellen, desto fester sind die
interendothelialen Verbindungen und desto dichter die entsprechenden GefaRRe. Den durchschnittlich
hochsten Perizytenbesatz und damit die hochste Barrierefunktion zwischen Blut und umliegendem
Gewebe besitzen die Gefal’e der Retina (41%) und des Gehirns (22-32%). Im Herz- (11%) und
Skelettmuskel (21%) hingegen wird der Austausch von Gas- und Metaboliten mit dem umliegenden

Gewebe durch eine geringere Anzahl an Perizyten beglnstigt (37, 39, 64).

Eine wichtige Rolle bei der Interaktion von Endothelzellen und Perizyten spielen Wachstumsfaktoren.
Durch den direkten Kontakt von Perizyten und Endothelzellen kann die Proliferation und Migration der
Endothelzellen gehemmt werden. Dieser inhibitorische Effekt wird vor allem durch aktiviertes TGF-8
verursacht. Perizyten produzieren latentes TGF-f3, welches durch den direkten Zellkontakt in seine
aktive Form uberfuhrt wird (39, 63). Des Weiteren besitzen Perizyten einen PDGF-B-Rezeptor. Das
von Endothelzellen produzierte PDGF-B fuhrt zur Rekrutierung von Perizyten. Hierdurch wird ein
stabilisierender Einfluss auf das Gefal3 bewirkt. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Stérung
der PDGF-B Funktion Perizyten von den Endothelzellen abwandern (39, 65). Endothelin-1, ebenfalls
von den Endothelzellen produziert, stimuliert die Perizytenproliferation in vitro (39, 66). Auch
molekulare Bestandteile der extrazellularen Matrix tragen zur Modulation von Phénotyp und Funktion
der Perizyten bei (39, 67, 68).

1.3.3 Wichtige Signalwege in der Endothelzell-Perizyten-Interaktion
Essentiell fur die Integritat von Gefal3en ist die Interaktion von Perizyten und Endothelzellen. Die
beiden Zelltypen sind voneinander abhangig. Viele der im Folgenden dargestellten Mediatoren haben

Auswirkungen auf Endothelzellen und Perizyten und stellen so wichtige Interaktionsmedien dar (37).

1.3.3.1TGF-B
Wie bereits erwahnt, wird der Wachstumsfaktor Tumor-Growth-Factor-Beta (TGF-B) in seiner latenten
Form von Perizyten gebildet. Voraussetzung fiir seine Aktivierung ist der direkte Zellkontakt zwischen

Endothelzellen und Perizyten (57, 69). Im Wesentlichen reguliert aktiviertes TGF-f die Proliferation
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und Differenzierung von Endothelzellen (57, 70). In diesem Kontext scheint TGF-B einen
stabilisierenden Effekt auf GefalRe zu haben, da es die Endothelzellmigration hemmt, die Synthese
von extrazellularer Matrix stimuliert und die Rekrutierung von Perizyten aus mesenchymalen Zellen
reguliert (39, 57, 70-81).

1.3.3.2 Angiopoietin-Tie2

Ein weiterer wichtiger Signalweg fur die Interaktion von Perizyten und Endothelzellen, ist der
Angiopoietin-Tie2-Signalweg. Tie2, eine Rezeptor-Tyrosinkinase, wird endothelzellspezifisch
expremiert und besitzt im Wesentlichen zwei antagonistisch wirkende Aktionspartner: Angiopoietin-1
und -2 (37, 82, 83). Der agonistisch wirkende Ligand, Angiopoietin-1, wird vor allem von muralen
Zellen wie Perizyten expremiert (37, 73, 84, 85). Dieser parakrine Mediator zwischen Endothelium und
Perizyten spielt eine wichtige Rolle in der Gefal3reifung und -stabilisierung. In Abwesenheit von
Angiopoietin-1 kommt es zum Verlust der Perizyten entlang der GefalRwand sowie zur Dichteabnahme
dieser gefaBumgebenden Zellen (37, 73, 83, 85, 86). Erhdhte Angiopoietin-1 Konzentrationen fiihren
hingegen zu stabilen und dichten GefaRen (37, 87, 88). Das bereits oben genannte Angiopoietin-2,
stellt den natirlichen Antagonisten zu Angiopoietin-1 dar (37, 89). Die Angiopoietin-2-Effekte gleichen
einer Angiopoietin-1- bzw. Tie-2-Rezeptor-Dysfunktion. Folglich fihren erhdéhte Angiopoietin-2 Level
zu einer Auflockerung der Gefal3struktur, unter anderem durch den Verlust von Perizyten und im

weiteren Verlauf zu einer GefaRdestabilisierung (37, 90).

1.3.3.3PDGF-B und PDGFR-B

Die PDGF-B und PDGFR-B Interaktion spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Perizyten in
neugebildeten GefalRen (91, 92). PDGF-B wird von Endothelzellen sezerniert, vor allem in unreifen
Kapillaren und an den Spitzen neuer GefalRsprossen (37, 73, 93). Somit wird die Migration und
Proliferation von Perizyten, die den PDGFR-B exprimieren, geférdert. Beim Knockout von PDGF-B
und PDGFR-B kommt es zur Verringerung der Perizytendichte um die GefaRe der Mikrozirkulation
(94, 95). In Abwesenheit der Perizyten entstehen Lecke in den GefalRen und es kommt zur Ausbildung
instabiler Mikroaneurysmata (37, 57, 93, 96). Somit zeigt sich PDGF-B als ein wichtiger Faktor fur die
Gefalistabilisierung, der initial die Differenzierung von Perizyten aus einem Pool von Vorlauferzellen
fordert und vor allem die Ansiedelung der Perizyten entlang wachsender GefalRe begulnstigt. Folglich
sind an Stellen aktiver Angiogenese auch htéhere Konzentrationen an PDGF-B nachweisbar (37, 93,
97).

1.3.3.4S1P und S1P;
Das sezernierte Sphingolipid Sphingosin-1-Phosphat wirkt Uber den G-Protein gekoppelten Rezeptor
S1P,, der auf Endothelzellen und mesenchymalen Zellen expremiert wird. N-Cadherin beeinflusst die

Rekrutierung von muralen Zellen Gber den S1P;-Signalweg. In Endothelzellen gelangt vermehrt N-
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Cadherin durch den S1P;-Signalweg Uber Rac an die Plasmamembran, um dort Zellkontakte
zwischen Perizyten und Endothelzellen zu ermdglichen bzw. zu festigen. Die bereits erwahnten ,peg-

socket-contacts” sind Beispiele fiir N-Cadherin basierte Zellverbindungen (37-40, 57, 58, 98).

1.4 Das Angiopoietin-Tie-2-System in der systemischen Inflammation

Das Angiopoietin-Tie-2-System spielt mit seinen antagonistisch wirkenden Liganden eine wichtige
Rolle in der Angiogenese. Angiopoietin-1 erfullt im ruhenden Gewebe eine stabilisierende Funktion.
Die physiologische Wirkung von Angiopoietin-2 hingegen ist die Auflockerung von Gefaf3strukturen,
um zusammen mit weiteren Wachstumsfaktoren, das Aussprossen von neuen GefaRasten zu
ermoglichen (37, 84, 89, 99). Das Angiopoietin-Tie2-System spielt auch unter pathologischen
Bedingungen eine wichtige Rolle. Angiopoietin-2 destabilisiert die Gefaf3e und erhéht damit das
GefaRleck (100). Folge dieses sog. ,Capillary-Leak® in der systemischen Inflammation ist die relative
Hypovolamie im septischen Schock (32). In der LPS induzierten Endotox&mie und in der schweren
Sepsis werden in Patienten signifikant erhdhte Angiopoietin-2-Level gefunden. Angiopoietin-2 zeigt in
diesem Zusammenhang ein &hnliches kinetisches Profil wie die proinflammatorischen Zytokine TNF-q,
Interleukin-6 und Interleukin-8. Das in der Endotox&mie zirkulierende Angiopoietin-2 korreliert mit
TNF-a und dem Adhasionsmolekiil E-Selektin. Klinische Studien zeigen, dass erhdhte Angiopoietin-2-
Serumwerte mit der Schweregrad der Sepsis sowie der Mortalitét der Patienten korrelieren. Deshalb
wird Angiopoietin-2 in neusten Studien bereits als Biomarker der Zukunft, mit hohem Vorhersagewert

fur das Outcome von Patienten in gesundheitlich kritischem Zustand diskutiert (100-102).
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Abb. 6 Konzentrationen von zirkulierendem Angiopoietin-2 im Vergleich zum Plasmalevel weiterer
proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, 1I-6, 1I-8, und C-reaktives Protein (CRP)) nach LPS-Injektion,
n= 6 gesunde Patienten. (Abbildung und Text (101))
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1.4.1 Angiopoietin-Tie-2-System
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Abb. 7 Interaktionen der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Tie2 (modifiziert nach (103))

Der Tie-2-Rezeptor ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die, wie oben bereits erwéhnt, fast ausschliefilich
auf Endothelzellen exprimiert wird. Die Wachstumsfaktoren Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 sind die
am besten charakterisierten Liganden von Tie-2 und haben die gleiche Rezeptoraffinitat zu Tie-2 (104-
110).

Die Angiopoietine binden kompetitiv an den Tie-2 Rezeptor. Tie-2 kann dadurch einerseits positiv
durch Angiopoietin-1 und negativ durch Angiopoietin-2 reguliert werden. Dieses System scheint flr die
Kommunikation von Endothelzellen mit dem umliegenden Mesenchym notwendig zu sein, um stabile

zellulare und biochemische Interaktionen auszubilden (89).

1.4.1.1 Angiopoietin-1

Angiopoietin-1 wird von verschiedenen Zellen konstitutiv exprimiert, unter anderem von Perizyten und
glatten Muskelzellen. Die Bindung von Angiopoietin-1 an die Rezeptor-Tyrosinkinase Tie-2 fuhrt zur
Phosphorylierung des Rezeptors und nachfolgend zur Aktivierung oder Blockade intrazellularer
Signalwege. Die Aktivierung des Protein-Kinase-B/Akt-Signalweg inhibiert die Endothelzell-Apoptose
sowie die Angiopoietin-2-Expression und -Sekretion. Die Blockade des NFkB-Signalwegs hat auch
einen protektiven Effekt auf die Endothelzellen (82, 104, 111, 112). Wie bereits erwahnt, spielt
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Angiopoietin-1 auch eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen Endothelzellen und Perizyten. Die
vermehrte Rekrutierung von Perizyten durch Angiopoietin-1 entlang der GefaBwand fihrt zur
Stabilisierung und Verminderung der Gefal3permeabilitat (37, 83-85, 87, 88, 113). Folglich zeigen sich
GefaRe bei transgener Angiopoietin-1-Uberexrepression generell resistent gegeniiber GefaRleckage
(87). Auch via Adenovirus induzierte Uberexpression fiihrt im Tierversuch zur Reduktion der basalen
Gefallpermeabilitat und ein durch Reizstoffe (Senfél, VEGF oder Thrombin) provoziertes
Gewebsddem zeigt eine geringere Auspragung als in der Kontrollgruppe (88, 111). Zusammengefasst
wirkt Angiopoietin-1 antiapoptotisch auf Endothelzellen und férdert die Perizytenrekrutierung sowie

das ruhende, dichte Endothelium.

1.4.1.2 Angiopoietin-1 in der Inflammation

Im septischen Schock, als Folge einer LPS-induzierten Endotoxé&mie, zeigt Angiopoietin-1 einen
protektiven Effekt. Die systemische Entzindungsreaktion ist charakterisiert durch eine erhdhte
GefaBpermeabilitst der Kapillaren, Lungenédem/Dyspnoe und eine erhdhte Expression
proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a und II-6. Im Tierversuch weisen die Angiopoietin-1-
Uberexpremierenden Mause geringere Mortalitdtsraten als ihre Kontrollgruppe auf. Neben dem

langeren Uberleben zeigen die Tiere auch eine verbesserte hamodynamische Situation (114).

AuBerdem wirkt Angiopoietin-1 antiinflammatorisch. Die Einwanderung von Entziindungszellen in das
Gewebe wird durch Zytokine wie TNF-a induziert und durch interendotheliale Verbindungen reguliert.
Witzenbichler et al. zeigen in der Lunge eine verminderte Expression von zytokin-induzierten
Adhésions-Molekiilen (VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin) bei Angiopoietin-1-Uberexpression via
Adenovirus (114). Die Vorbehandlung von Endothelzellen mit Angiopoietin-1 verhindert die
Transmigration der inflammatorischen Zellen ins Gewebe, ohne die Neutrophilenzahl oder den TNF-a-
Spiegel zu beeinflussen. Somit ist Angiopoietin-1 eine antiinflammatorische Wirkung zuzuschreiben
(111).

1.4.1.3 Angiopoietin-2

Die Hauptquelle von Angiopoietin-2 stellen die Endothelzellen dar. Hier wird Angiopoietin-2 in
Sekretgranula, den sog. Weibel-Palade-Bodies, zusammen mit weiteren Stoffen wie P-Selektin,
Interleukin-8, Endothelin-1, Gewebeplasminogen-Aktivator (t-PA) gespeichert und kann innerhalb von

Sekunden bis Minuten freigesetzt werden (104, 115).

Angiopoietin-2 antagonisiert die Angiopoietin-1-Tie2 vermittelten Funktionen durch Rezeptorblockade,
ohne selbst einen nachfolgenden Signalweg zu aktivieren (35, 89). Transgene Angiopoietin-2-
Uberexpremierende Tiere besitzen diskontinuierliche und undichte GefaRe. So &hneln diese
transgenen Mause einem Angiopoietin-1/Tie2-defizienten Phanotyp (89, 116). Auch die intensive
Gabe von rekombinantem Angiopoietin-2-Protein verandert die Integritat des Endotheliums und erhéht
die Permeabilitit der GefaRe. Folglich kommt es zur Ausbildung von Odemen. Roviezzo et al.

untersuchten die Odembildung nach lokaler Angiopoietin-2-Applikation in die Mauspfote. Das
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Ergebnis war eine dosis- und zeitabhéngige Volumenzunahme der Pfote. Auch Scharpfenecker et al.
bestatigen die schnelle Angiopoietin-2-vermittelte Wirkung, die innerhalb von 30 bis 60 Minuten zur
Stoérung der Integritat einer einschichtigen Endothelzellschicht fiihrt. Die Gabe von léslichem Tie2-
Rezeptor und Angiopoietin-1 verhinderten die Angiopoietin-2 induzierte Odembildung (52, 116).
Durch die funktionelle Blockade des Tie2-Rezeptors, kommt es zu einer gestbrten
Perizytenrekrutierung. Dies hat den Verlust von Perizyten entlang der Gefal3e zur Folge. Die gestorte
Integritat der Gefalie fuhrt auch wiederum zur Erhéhung der Permeabilitat (90, 117). Die Freisetzung

von Angiopoietin-2 fiihrt demzufolge zu einer schnellen Destabilisierung des Endotheliums (104).

Die Aktivierung des Endothels ist ein wichtiger regulatorischer Faktor der Angiopoietin-2-Expression.
Das Endothel wird, wie oben bereits erwahnt, durch verschiedene Zytokine (wie VEGF, Tumor
Nekrose Faktor (TNF), etc.) oder durch Stressfaktoren (wie Hypoxie, Superoxide, etc.) aktiviert (104,
115). Daraufhin erfolgt auch die Ausschittung der Weibel-Palade-Bodies, deren freigesetzte Faktoren
eine wichtige Rolle in der Induktion von Entziindung, Koagulation, Angiogenese und weiterer
Endothelzellfunktionen spielen. In ruhenden Endothelzellen ist kaum Angiopoietin-2 mRNA
nachweisbar, hingegen findet sich nach Aktivierung des Endothels ein starker Angiopoietin-2 Anstieg
(104, 112, 118-120).

1.4.1.4 Angiopoietin-2 in der Inflammation

Angiopoietin-2 wirkt proinflammatorisch. So zeigen Angiopoietin-2 Knockout Mause bei einer
kurzzeitigen Inflammation, durch die intraperitoneale Injektion von Mercaptoessigsaure, eine
verminderte Fahigkeit einer Entzindungsreaktion, im Sinne einer Neutrophilenrekrutierung,
auszulésen. Nach intraperitonealer Applikation von Staphylococcus aureus (Stamm AH12) zeigen
Wild-Typ-Méause mit normaler Angiopoietin-2-Produktion innerhalb weniger Stunden starke, klinische
Krankheitssymptome. Angiopoietin-2 defiziente Tiere zeigen hingegen keinerlei Symptome und keine
Rekrutierung von Entzindungszellen zum Ort der Inflammation. Fiedler et al zeigten, dass
Angiopoietin-2 die Endothelzellen fir die TNF-a-induzierte Anhaftung von Monozyten und TNF-a-
abhangige Ausbildung von Zell-Adhasions-Molekllen sensibilisiert (121). Auch bei Angiopoietin-2-
defizienten Mausen liegt eine Beeintrachtigung der bereits erwadhnten, zytokin-induzierten
Adhasionsmolekile der luminalen Endothelzelloberflache vor. Zusammengefasst hat Angiopoietin-2
eine proinflammatorische Wirkung in der Entziindungsantwort und tragt zur Erhoéhung der
Permeabilitat der Gefal3e bei (104).

1.4.2 Forderung der Perizytenrekrutierung durch PDGF-B und PDGFR-B

Die Synthese von gefalRwirksamen PDGF-B erfolgt vor allem durch Endothelzellen (96), meist
getriggert durch einen externen Stimulus, wie Hypoxie, Wachstumsfaktoren, Zytokine, Thrombin etc.
Die PDGF-B Rezeptor-Tyrosinkinasen (PDGFR-B) werden unter anderem auf Perizyten und glatten
Muskelzellen exprimiert. Die Expression der Rezeptoren auf der Zelloberflache ist nicht konstant

sondern unterliegt ebenfalls externen Stimuli. Beispielsweise erhoht sich das Expressionslevel der
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PDGFR-B auf Bindegewebszellen in vivo in der Inflammation. Die Bindung des dimeren PDGF-B
Proteins fiihrt zur Dimerisierung des PDGFR-B und nachfolgenden Aktivierung verschiedener
Signalwege. PDGF-B erflllt wichtige Funktionen wahrend der Embryogenese, besonders in der
Entwicklung von Blutgefaen, Nieren, Lunge und dem zentralen Nervensystem (ZNS). In diesen
Organen befinden sich auch die PDGF-abhéngigen Zelltypen, wie Perizyten, alveolare Fibroblasten,

Zellen des Mesangiums der Niere und Gliazellen im ZNS (122).

Wie bereits erwahnt hat PDGF-B Einfluss auf die Perizytenproliferation und stimuliert die
Perizytenmigration entlang neu gebildeter Gefal3e (93, 123). Die Perizytenrekrutierung um die Gefalie
tragt entscheidend zur Gefalreifung und -stabilisierung bei (35). In diesem Zusammenhang ist das
Endothelium eine wichtige PDGF-B Quelle, ohne die es zum Perizytenverlust entlang der Gefalie
kommt. Die endotheliale PDGF-B-Expression findet sich nur an Stellen aktiver Perizytenproliferation
und -rekrutierung (37). So ist das von Kapillaren produzierte PDGF-B hauptsachlich wichtig um
Perizyten zu rekrutieren und sorgt somit fur die strukturelle GefaRRintegritat (96, 122, 124). Folglich
findet in Mausembryos in Abwesenheit von PDGF-B keine Stabilisierung der GefalRwand durch
Perizyten statt. Die Folge sind undichte, instabile Gefal3e mit zahlreichen Mikroaneurysmata die zur
Ausbildung einer letalen Hamorrhagie und Odemen in der spaten Embryogenese filhren (96). Da
PDGF-B-Defizienz in Mausen einen embryonal letalen Phanotyp induzieren, eleminierte die
Arbeitsgruppe um Ch. Bestholtz das PDGF-B retention motif. Das PDGF-B retention motif dient dazu,
das sezernierte PDGF-B auf den Zellen, die den Faktor produziert haben, zu speichern. Bei Fehlen
dieses Motivs in Zellkultur wird vermehrt PDGF-B sezerniert und akkumuliert im Medium. Lindblom et
al. zeigten, dass das PDGF-B retention motif (PDGF-B™"™) eine wichtige Rolle bei der Bindung von
sezerniertem PDGF-B an Proteine oder Proteoglykane auf der Endothelzelloberflache oder der
periendothelialen Matrix spielt. Hier wird PDGF-B den umliegenden PDGFR-B positiven Zellen

prasentiert, unter anderem den Perizyten. In Versuchen mit PDGF-B™"™

-Tieren wurde beobachtet,
dass die Perizyten teilweise vom Gefal3 abgelést waren und ihre dendritischen Fortsatze von den
Gefallen abstrecken. Dies deutet darauf hin, dass das retention motif eine wichtige Rolle fur die
gezielte Perizytenmigration zur Gefalwand spielt. Die PDGF-B™"® Mause zeigen auch eine
beeintrachtigte Integration der Perizyten in die Gefallwande der Mikrozirkulation (123).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das PDGF-B - PDGFR-B System eine wichtige Rolle in
der Attraktion von Perizyten sowie deren Einbindung in die GefalBwand spielen und folglich zur

Gefalreifung und -stabilisierung beitragt.

1.4.2.1 Wechselwirkung von PDGF und Angiopoietinen

Der PDGF-B-Signalweg und das Angiopoietin-Tie2-System sind beide wichtig fur die
GefaRstabilisierung und erfillen wichtige Rollen in der Endothelzell-Perizyten-Interaktion. Die
Wachstumsfaktoren beeinflussen sich auch gegenseitig. So wurde gezeigt, dass PDGF-B die
Angiopoietin-1 Expression in Perizyten und glatten Muskelzellen hochreguliert. Die Stimulation von
Endothelzellen mit Angiopoietin-1 zeigte eine leichte Hemmung der PDGF-B-Expression. Somit

unterstiutzt PDGF-B abgesehen von seiner Funktion als Chemoattraktant fir Perizyten, die
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antiinflammatorische und protektiv-stabilisierende Wirkung von Angiopoietin-1 (125). Zudem wurde
nach PDGF-B Stimulation von glatten Muskelzellen eine Herabregulierung der Angiopoietin-2 mRNA
Level um 75% innerhalb von vier Stunden beobachtet, mit folglich sinkenden Angiopoietin-2
Proteinlevels. PDGF-B hat keinen Einfluss auf die Angiopoietin-2 Transkriptionsrate, sondern
destabilisiert die Angiopoietin-2 mRNA. Die Halbwertzeit der Ang-2 mRNA war in einer Studie um

wenigstens 50% reduziert (126).

1.5 Adenoassoziierte Viren als gentherapeutisches Tool

Der adeno-assoziierte Virus (AAV) ist ein Einzelstrang-DNA Parvovirus und gehért zur Gattung des
Dependovirus (127). Der AAV stellt ein vielversprechendes Werkzeug der Gentherapie dar. Als
Dependovirus benétigt der AAV die Gene eines Helfer-Virus zur Replikation, wie beispielsweise die
eines Adenovirus oder eines Herpesvirus, da dieser selbst nicht replikationsfahig ist (127, 128). Das
ca. 4,7 kilobasen groRe Genom des AAV enthalt zwei Open Reading Frames, die Rep und die Cap
Region. Die Rep Region codiert fur die Replikations-assoziierten Proteine, die Cap Region codiert
hingegen fir drei Proteine (VP1, VP2 und VP3) die zusammen das virale Capsid bilden (127). Das
virale Genom wird von zwei Inverted Terminal Repeats (ITRs) flankiert, diese werden bendtigt um die
DNA in Capside zu verpacken. Zudem wird in den AAVs die Wild-Typ codierende Region durch ein
anderes Gen oder eine DNA Sequenz von Interesse ersetzt. Bei vielen Capsid Serotypen wurde ein
Gewebetropismus entdeckt (127). Rekombinante AAV (rAAV) Gen-liefernde Vektoren kdnnen
produziert werden, indem die beiden viralen Gene, Rep und Cap, entfernt werden und stattdessen
eine transgene Expressionscassette zwischen die beiden ITRs eingefugt wird. Da in einem rAAV

keine viralen Gene enthalten sind, ist die mit diesen Vektoren assoziierte Toxizitat minimal.

So stellen rAAV Vektoren ein ideales Werkzeug der Gentherapie dar, welches die in vielen
Krankheitsmodellen eingesetzt werden kann (128). Voraussetzung fir ein gutes, therapeutisches
Ergebnis, ist eine sichere Infektion des Zielgewebes sowie eine langandauernde Genexpression. Fir
den rAAV konnte umfassend gezeigt werden, dass er viele verschiedene Zell- und Gewebetypen, wie
beispielsweise Gehirn, Muskel, etc., sowie sich teilende und ruhende Zellen transfizieren kann.
Daneben konnte in verschiedensten Tiermodellen eine Langzeit-Expressionsrate von tber 1,5 Jahren
gezeigt werden. Auf zellularer Ebene wird die Genexpression wie folgt erreicht: Zunachst bindet der
AAYV an einen zellularen Oberflachenrezeptor, anschlielBend wird dieser durch Endozytose in die Zelle
eingeschleust und zum Zellkern geleitet. Hier verliert der Virus sein Capsid, um das Genom
freizusetzen. Zuletzt erfolgt die Konversion der Einzelstrang-DNA in eine Doppelstrang-DNA als

Transkriptionsvorlage im Zellkern (128).

Es werden 11 verschiedene AAV Serotypen unterschieden. Definiert ist ein Serotyp dadurch, dass ein
Antikorper, welcher sich reaktiv zum Capsid eines Serotyps zeigt, unfahig ist, auf einen anderen
Serotyp zu reagieren. Der erstbeschriebene AAV, war der AAV Serotyp 2. Bis heute ist der Serotyp 2

der best-charakterisierte Serotyp, weshalb viele Studien mit diesem Serotyp durchgefuhrt wurden.
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In den folgenden Versuchsreihen wurde ebenfalls ein AAV Serotyp 2 zur Uberexpression von PDGF-

B, vor allem in Herzmuskel und Skelettmuskelzellen, verwendet.

1.6 Zielsetzung
Der septische Schock ist charakterisiert durch eine erhohte GeféaRBpermeabilitat und Hypotension. Ziel

der vorliegenden Arbeit war es,

1. den Einfluss von PDGF-B auf die GefaRpermeabilitat in der systemischen Inflammation

2. das Verhalten der Perizyten als morphologisches Korrelat der erhéhten GefalRpermeabilitat

3. den Einfluss von PDGF-B in der systemischen Inflammation

4. den protektiven Effekt von PDGF-B in Bezug auf die Mortalitdt in der systemischen

Inflammation

Zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Rekombinante adenoassoziierte Viren - Produktion
Der folgende Abschnitt beschreibt die Produktion des verwendeten rAAV 2.9 PDGF-B.

2.1.1 Tripletransfektion der Tragerzellen

Die Herstellung rekombinanter, adenoassoziierter Viren erfolgt in Human Embryonic Kidney
Tragerzellen (HEK293). Diese wurden mit drei Plasmiden transfiziert. Das Adenovirus-Helferplasmid
enthdlt die genetische Information des Helfervirus, um die Replikationsfahigkeit zu gewéahren. Das
Transplasmid beinhaltet die entsprechenden AAV-Anteile (hier PDGF-B und LacZ), sowie die Rep und
Cap Sequenzen. Zuletzt das Cisplasmid, welches fir das eigentliche Zielgen, also PDGF-B codiert,

inklusive dem bendtigten Promoter sowie den Inverted Terminal Repeat Sequenzen (ITRs) (129).

Die Tragerzellen wurden auf etwa 50 Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von ca. 5,3 cm
gesplittet und bis zu einer Konfluenz von 70-80 % weiter kultiviert. Das Medium wurde bis zwei
Stunden vor Transfektion belassen und dann durch frisches, serumfreies Medium ersetzt. Das
bendtigte Transfektionsgemisch (40 ml fur 50 Zellkulturschalen) enthalt 1300 ug pA A F6 Adenovirus
Helferplasmid, 650 pug p 600 Transplasmid sowie 650 pg Cisplasmid. Das Medium und die
Transfektionsldsung wurden zusammengefihrt, gevortext und anschlie3en auf vier Falcons, mit je 10
ml aufgeteilt. Nach Hinzugabe von 1300 pl Polyethylenimin (PEI) in der Konzentration 1 pg/ul und
erneutem Mischen erfolgte eine 15 minutige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde
jede Zellkulturschale gleichmaRig mit 2,1 ml der Lésung versetzt. Nach erneuten vier Stunden
Inkubation im Inkubator wurde dem Medium 5 ml DMEM mit 50% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin
hinzugefigt.

Uber Ultrazentrifugation und Dichtebestimmung Uber einen Céasiumchloridgradienten erfolgte die
Aufreinigung der Viruspartikel. Pro Milliliter Uberstand wurden 0,454 g Casiumchlorid (CsCl) zugefiihrt.
Nach Vermischen sollte das Gesamtvolumen ca. 32-34 ml betragen. Der 2-Phasencéasiumchlorid-
gradient wurde wie folgt hergestellt: Zunéachst wurden je 9 ml einer CsCI-L6sung mit einer Dichte von
1,41p in zwei SW-28 Tubes pipettiert, anschlieBend wurden vorsichtig erneut je 9 ml einer CsClI-
Lésung mit einer hdheren Dichte von 1,61p unterpipettiert. Danach erfolgte die Hinzugabe von jeweils
16-17 ml des Zelllysates, ohne den entstandenen Dichtegradienten zu zerstdren. Der CsCl-Gradient
entspricht annéhernd der Dichte der Viruspartikel. Unter erneuter Ultrazentrifugation mit 25.000 rpm
Uber 18-20 Stunden bei einer Temperatur von 15 °C sinken die Partikel nach unten. Danach wurde

jeder Ansatz in 1 ml Schritten auf Eppendorfgefalie verteilt.

Zur Sicherstellung eines ausreichenden AAV-Partikelanteils in den Eppendorfgefal3en wurden jeweils
5 pl extrahiert, um den Refraktionsindex mittels Refraktiometer zu bestimmen. Die weiteren
Arbeitsschritte wurden nur mit Proben mit einem Refraktionsindex zwischen 1,362 und 1,373

durchgefuhrt. Die einzelnen Proben wurden in zwei 70 Ti-quick-seal Rohrchen zusammengefihrt und
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bei Bedarf mit 1,41p CsCl aufgefillt. Nach VerschlieBen der R6hrchen wurden die Proben erneut bei
60.000 rpm fiir 20-24 Stunden bei 15 °C zentrifugiert.

Die verschlossenen Gefal3e wurden mit einer 16G Nadel punktiert und jeweils 1 ml extrahiert und auf
zwei Eppendorf-Tubes verteilt. Nach Eréffnung des Rohrchens erfolgt die Verteilung von jeweils 500
ul des verbliebenen Ansatzes auf Eppendorfgefa3e. AnschlieRend wird erneut der Refraktionsindex
gepruft und nur die im Zielbereich liegenden Proben weiterverwendet. Nach erneuter
Ultrazentrifugation und weiterer 500 pl weiser Fraktionierung wurde der Refraktionsindex bestimmt.
Der Zielbereich liegt schlieBlich zwischen 1,364 und 1,371. Die Fraktionen mit dem gewiinschten

Brechungsindex wurden schlie3lich vereint und von Casiumchlorid befreit.

Die Reinigung von Césiumchlorid erfolgte mittels Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units. Nach
Anfeuchtung des Filters mittels PBS, wurde die Viruslésung sowie weitere 4-5 ml PBS hinzugegeben.
Das Endvolumen von ca. 12 ml wurde schlieBlich bei 3.000 rpm fir 15 Minuten zentrifugiert.
Abschliel3end erfolgte eine zwdlfmalige Wasche mit PBS. Nach erneuter Zentrifugation zeigte sich die

Losung auf ca. 2 ml konzentriert.

2.1.2 Ernte und Aufreinigung der adenoassoziierten Viren

Ein erneuter Austausch des Zellmediums wurde 24 Stunden nach Transfektion durchgefiihrt. Nach
weiteren 48 Stunden konnte das Ernten der Viren erfolgen. Zunachst wurde das Medium entfernt und
die Zellen mittels Zellschaber geldst. Nach Uberfilhrung der Zellen in ein Falcon-Tube erfolgte die
Zentrifugation der Zell-Suspension bei 4000 rpm fur 15 Minuten. Das entstandene Zell-Pallet wurde

Uber Nacht bei -80 °C gefroren.

Im néachsten Schritt erfolgte die Virusaufreinigung. Hierzu wurde das gefrorene Material zunachst tber
ca. 10 Minuten bei 37 °C aufgetaut. Die Resuspension des Zellpallets erfolgte in 27 ml TMN-Puffer.
Nach Erreichen eines Endvolumens von 35 ml, erfolgte die Kiihlung auf Eis. Im Eiswasserbad erfolgte
die Sonifizierung der Zellsuspension Uber dreimal 30 Sekunden zur Losung der Zellen. Durch
Hinzugabe von 3 pl Benzonase, mit einer Endkonzentration von 25 U/ml, wurde der Abbau freier RNA
und DNA erzielt. Wahrend der anschlieRenden Inkubation tUber 20 Minuten bei 37 °C wurde das
Zelllysat alle funf Minuten einmal gewendet. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch die Hinzugabe
von 1,25 ml Desoxycholsaure (10%). Nach erneuter Inkubation tUber zehn Minuten bei 37 °C und
anschlieBend Uber 15 Minuten auf Eis, erfolgte die Reinigung der Suspension unter Zentrifugation mit

4000 rpm uber 15 Minuten bei 4 °C. Der gewonnene Uberstand wurde in ein steriles Falcon tberfiihrt.

2.1.3 Quantifizierung mittels gPCR

Durch eine quantitative real-time PCR erfolgte die Bestimmung der Viruskonzentration in der

hergestellten Losung.
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Mittels DNAse Amplification Grade Kit, wurde zum Verdau der Viruslésung eine DNAse zugeflgt.
AnschlieBend wurden 10 pl Probelésung, 4 pl DNAse, 10 yl DNAse-Puffer und 76 ul dH,O
zusammengefiigt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNAse-Aktivitdt wurde durch
Hinzugabe von 2 ul 25 mM EDTA beendet und dann erfolgte eine erneute Inkubation der Probe tber
zehn Minuten bei 65 °C mit anschlieBender Kuhlung auf Eis. Die benétigte Standardserie wurde aus
einem CMV-Vektor Plasmid erstellt, mit vier seriellen Verdiinnungen begonnen bei 0,001 ng bis 1 ng.
In den PCR-Tubes wurden schlie3lich der Standard und die Proben mit dem TagMan-Mix und Primern
des virusspezifischen bGH-Gen zusammengefiigt. Der Vergleich der PCR Kurven der Proben mit
denen des Standards konnte die Konzentration der Viruslésung quantifiziert werden. Die Lagerung der

rekombinanten adenoassoziierten Viren erfolgte bei 4 °C.

2.2 In-vivo Sepsis-Modell
Mit Hilfe des Sepsis-Modells wird unter kontrollierten Bedingungen eine Sepsis in Mausen induziert. In
regelmaRigen Abstanden erfolgen die Uberwachung und Evaluation der Sepsisschwere mittels eines

Score-Systems sowie hAmodynamischen Messungen.

2.2.1 Versuchstiere

Fir die gesamten Tierversuche werden Mause mit dem Hintergrund C57/BI6 (Charles River WIGA
GmbH, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Versuchstiere waren mannlich und 18 bis 22 Gramm
schwer. Die Durchfiihrung der Versuche ist durch die Regierung von Oberbayern unter der

Tierversuchsantragshnummer 165-11 genehmigt.

Die Uberexpression von PDGF-B, vor allem in Skelett- und Herzmuskelzellen, wird durch die
intravendse (i.v.) Applikation eines adeno-assoziierten Virus (rAAV 2.9) Uber die Schwanzvene der
Versuchstiere erreicht. Nach 14 Tagen Inkubation erfolgt der Einschluss der die Tiere in den Versuch.

Die Kontrollgruppe wird mittels rAAV 2.9 LacZ transfiziert.

2.2.2 Versuchsaufbau

Die systemische Inflammation erfolgt durch intraperitoneale (i.p.) Applikation von Lipopolysacchariden
(LPS) oder durch die ,Cecal Ligation and Puncture“ (CLP) zum Zeitpunkt null Stunden. Zur
Schmerzmedikation erhalten die Tiere erstmals mit Sepsis-Induktion und dann alle weiteren zwolf
Stunden ein Opiat (Temgesic Ampullen 0,3 mg, Verdinnung 1:10 NaCl, Buprenorphin, 50 pl i.p. und
50 pl subkutan). Im Verlauf entwickeln die Tiere relativ zuverlassig eine Sepsis, deren Evaluation
erstmals nach sechs Stunden mittels Score-System erfolgt. Die Darstellung unten zeigt die weitere
Beurteilung der Tiere anhand des ,Sepsis-Severity-Scores® im zwolf Stundentakt, sowie die

zeitgleiche Durchfuihrung nicht-invasiver Blutdruckmessungen.
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Sepsis-Mausmodell

A LPS induzierte Sepsis
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Abb. 8 Versuchsschema des Sepsis-Modells mit Sepsis-Induktion zum Zeitpunkt Oh und Score- und
Blutdruckerhebungen im Verlauf. Zu sehen auch die zwei Versuchsreinen A PDGF-B Uberexpression
via rAAV 2.9 PDGF-B und LPS induzierter Sepsis B PDGF-B Uberexpression und Angiopoietin-2-
Antikorper Injektion 24 Stunden vor Sepsis-Induktion mittels CLP

Ein kumulativer Wert von 20 Punkten im Sepsis-Severity-Score fordert aus tierschutzrechtlichen

Griunden die Beendigung des Versuchs mit Euthanasie des Versuchstieres zu diesem Zeitpunkt.

Liegt der Score eines Tieres nach 60 Stunden Versuchsdauer noch unter 20 Punkten, wird dies als
,Uberleben* gewertet. Dementsprechend gibt das Modell Informationen zur Mortalitdt bzw. zum

Uberleben der septischen Mause.

Die Serum- und Organentnahme zur weiteren Analyse und Auswertung erfolgen nach Beendigung

des Versuchs.
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2.2.3 Versuchsgruppen

Nachfolgend werden die einzelnen Versuchsgruppen néher erldutert. Wie unten skizziert, bestehen
zwei Versuchsansatze, zum einen die LPS-induzierte Sepsis mit PDGF-B-Uberexpremierenden Tieren
und zum anderen eine durch CLP erzeugte Sepsis, mit einer PDGF-B Uberexpression und Injektion

von Ang2-Antikdrpern (Ak) mit jeweils entsprechender Kontrollgruppe.

Sepsis Modell
| I
LPS CLP
rAAV 2.9 rAAV 2.9 rAAV 2.9 rAAV 2.9 Ang-2 Kontroll
PDGF LacZ PDGF LacZ Antikorper Antikorper

Abb. 9 Ubersicht tiber die Gruppen der beiden Versuchsansétze

2.2.3.1LPS induzierte systemische Inflammation

Durch die i.p. gewichtsadaptierte (20 mg/kg Koérpergewicht) Injektion von Lipopolysacchariden (LPS,
von E. coli; L-2880, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) kann zuverldssig eine systemische
Inflammation erzeugt werden (siehe Abb. 15 3.1.1.). Die so induzierte Inflammation stellt einen gut

kontrollierten, einmaligen, gram-negativen, inflammatorischen Stimulus fur das Versuchstier dar.

2.2.3.2 Cecal Ligation and Puncture (CLP) induzierte Sepsis

Der inflammatorische Stimulus der CLP gleicht einer perforierenden Appendizitis mit nachfolgender
Peritonitis. Die Anasthesie der Maus erfolgt mit der i.p. Injektion von 150 pl der Dreifachkombination
MMF (Medetomidin, Midazolam, Fentanyl) aus einem Sedativum (0,5 mg/kg KG, Medetomidin,
Domitor®, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Germany), einem Hypnotikum (5 mg/kg KG, Midazolam,
Dormicum®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, Germany) und einem Analgetikum (0,05 mg/kg
KG, Fentanyl, Fentanyl®, Rotexmedica GmbH, Trittau, Germany). Die Maus wird in Rickenlage mit
Pflasterstreifen an jeder Gliedmalie fixiert. Mit einer Enthaarungscreme (Veet Sensibel, Reckitt
Benckiser Deutschland GmbH, 69115 Heidelberg) wird das Fell am Bauch der Maus entfernt und
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anschlieBend das Operationsfeld mit 70% Ethanol desinfiziert. Nach Einwirken der
Desinfektionslosung wird ein ca. 1 cm langer medianer Hautschnitt gesetzt. Das darunterliegende
Peritoneum wird entlang der Linea alba eréffnet. Nun erhalt man Sicht auf die Dinndarmschlingen der
Maus. Mit einer stumpfen Pinzette wird der Appendix vermiformis der Maus gesucht und durch die
Bachoffnung luxiert. In diesen Darmanteil wird retrograd der Kot ausgestrichen und ein ca. 1 cm
langes Stick mittels eines chirurgischen Fadens (Nahtmaterial Prolene, monofil, P 3, USP 6-0, 0,7
metric, 45 cm, blau) abgebunden. Der abgeschnirte Darmanteil wird mit einer Einmalkanile
(Sterican® Gr. 16, G 23 x 1"/ g 0,60 x 25 mm, blau; B. Braun, Melsungen AG, Deutschland) dreimal
punktiert und etwas Darminhalt nach auen gepresst, um die Durchgangigkeit der Punktionsstelle
sicher zu stellen. Der Appendix wird zurtick in die Bauchhohle verlagert und das Peritoneum sowie die
Bauchdecke verschlossen. Nach Wiegen des Versuchstiers wird ihm eine Schmerzmedikation
(Temgesic Ampullen 0,3 mg, Verdinnung 1:10 NaCl, Buprenorphin, 50 pl i.p. und 50 ul subkutan)
verabreicht und 200 pl eines Antagonisten (Atipamezol (Antisedan®, 2,5 mg/kg KG), Flumazenil
(Anexate®, 0,5 mg/kg KG) und Naloxon (Naloselect®, 1,2 mg/kg KG)) i.p. gespritzt um die Maus aus
der Anéasthesie zu erwecken.

Abb. 10 Operationsschritte der ,Cecal Ligation and Puncture®: A: Luxierter Appendix vermiformis bei
ertffneter Bauchhohle; B: Ligation eines ca. 1cm langen Stiickes; C: Punktion des ligierten
Darmabschnittes mit einer 16G Einmalkantle; D: Chirurgischer Verschluss der Bauchhdhle
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2.2.3.3PDGF-B — Uberexpression

Die Transfektion der Versuchstiere via rAAV 2.9 erzielt die vermehrte Produktion von PDGF-B, vor
allem in Skelett- und Herzmuskel. 14 Tage nach der intravenésen rAAV Applikation in der
Konzentration 1*10711/ul, findet die Sepsis-Induktion bei konstant hherer PDGF-B Expression statt.
Als Kontrollvektor wird ein rAAV 2.9 LacZ (Konzentration 1*10712/ul) verwendet.

2.2.3.4 Angiopoietin-2-Antikorper

Ein Teil der Tiere erhalt den LC 06 Angiopoietin-2-spezifischen Antikérper (RO5314193, Roche,
Penzberg, Germany, Ang-2 Ak) (130) 24 Stunden vor Sepsis-Induktion i.p.. Der entsprechenden
Kontrollgruppe wird zum selben Zeitpunkt ein Kontroll-Antikdrper (AP112, Millipore, Billerica, MA,
USA) i.p. appliziert.

2.2.4 Sepsis-Severity-Score

Der ,Sepsis-Severity-Score“ bewertet die Schwere der Sepsis anhand klinischer Symptome. Die zu
bewertenden Kriterien umfassen das Verhalten, den Gewichtsverlust, Schmerz, Dyspnoe und Aszites.
Die Punktevergabe gemald des Score-Systems erfolgt in Korrelation zum Allgemeinzustand sowie
dem Gewichtsverlust der Maus. Eine erreichte Punktzahl von 20 Punkten indiziert die Beendigung des

Versuchs und die Dokumentation der Uberlebenszeit der Tiere.

2.2.4.1Verhalten
Das Kriterium Verhalten evaluiert die Verhaltensbeeintrachtigung des septischen Tiers im Vergleich zu
einer gesunden C57 BI6 Maus. Die genaue Beobachtung der Tiere im Kafig lasst eine objektive

Beurteilung des Verhaltens der Versuchstiere zu.

Das nicht-septische Tier zeigt sich dem Beobachter sehr bewegungsaktiv durch ununterbrochenes
Laufen, Putzen, Klettern, Fressen und Trinken. Die Bewegungen sind schnell, flissig und zielgerichtet.
Ein weiteres aufféalliges Verhaltensmerkmal ist das Wuhlen in der Einstreu und das Bauen von Nestern
aus Zellulosepapier. Beim Fangen und wieder Zurlicksetzten in den Kafig, zeigen die Méause einen
ausgepragten Fluchtreflex. Das Halten der Tiere ist nur an der Schwanzspitze méglich, wobei die

Mause versuchen sich durch BeiRen zu befreien.

Das oben beschriebene Verhalten entspricht dem Normalzustand und flie3t mit null Punkten in den

Sepsis-Severity-Score ein.

Die leichte Beeintrdchtigung des Verhaltens wird im Score-System mit finf Punkten bewertet. Eine
abgeschwachte Bewegungsaktivitdt zeigt sich durch langsameres Laufen und weniger haufiges
Klettern. Die Bewegungsablaufe sind jedoch noch flissig und zielgerichtet. In diesem Zustand sind

Putzen, Fressen und Trinken fiir den Beobachter nicht verandert. Ein weiteres Kennzeichen der nur
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leichten Beeintrachtigung ist das Graben in der Einstreu. Das erleichterte Fangen der Maus weist auf

eine Einschrankung des Fluchtreflexes hin.

Zehn Punkte werden fur die moderate Verhaltensbeeintrachtigung vergeben. Das Versuchstier fallt
durch eine deutlich abgeschwéachte Bewegungsaktivitat auf. Die Gangart der Maus ist ataktisch, statt
flussigen Laufbewegungen zeigt sich ein unsicherer, stelzenartiger Gang mit aufgebdumten bzw.
gekrimmten Ricken. Klettern, Putzen, Fressen und Trinken werden kaum noch beobachtet.
Nestbautendenzen sind in diesem Zustand nicht mehr vorhanden. Der Fluchtreflex beschrankt sich
nur mehr auf das Ausweichen in die gegenuberliegende Kéafigecke, die Diagonale wird nicht mehr
durchquert. Der Bewegungsantrieb ist stark vermindert, jedoch bewegt sich Maus noch von selbst

durch den Kéfig. Zusatzlich zeigt sich eine vermehrte Gerduschempfindlichkeit.

Liegt eine schwere Verhaltensbeeintréachtigung bzw. eine Bewertung mit 15 Punkten vor, bewegt sich
die Maus nur noch auf Antippen durch den Kafig. Ihr Gang ist @hnlich dem der moderaten
Beeintrachtigung, jedoch ausgepragter und deutlich langsamer. Die Bewegungen wirken vorsichtig
und die Gerauschempfindlichkeit zeigt sich deutlich stéarker. Kennzeichnend sind auch das

vollkommene Einstellen von Klettern, Putzen, Fressen und Trinken.

20 Punkte beschreiben einen komatésen Zustand der Maus ohne jeglichen Bewegungsantrieb. Der

Versuch wird umgehend beendet.

2.2.4.2 Gewichtverlust
Die Bestimmung des Ausgangsgewichts in der Einheit Gramm erfolgt zum Zeitpunkpunkt Oh. Der
Gewichtsverlust bei jeder weiteren Messung errechnet sich aus der Differenz zwischen

ursprunglichem und aktuellem Korpergewicht.

Eine Gewichtsabnahme von null bis finf Prozent des Ausgangsgewichts wird mit null Punkten
bewertet. Finf bis zehn Prozent Gewichtsverlust flieBen mit finf Punkten, zehn bis 15 Prozent mit
zehn Punkten in den Sepsis-Severity-Score ein. Uber 15% Gewichtsverlust entsprechen im Score 20

Punkten und haben die Beendigung des Versuchs zur Folge.

2.2.4.3Schmerz
Als weiteres Kriterium fir die Schwere der Sepsis fliel3t die Beurteilung des Schmerzes in den Score
ein. Da die Bewertung des Schmerzes eng mit der des Verhaltens in Beziehung steht, beschrankt sich

die Vergabe von Schmerzpunkten auf die hier explizit genannten Aufféalligkeiten.

Zittern und Schiittelfrost, gekrimmte Haltung und Aufstellen des Fells entsprechen den gewerteten
Charakteristika der Schmerzsymptomatik. Je nach Vorhandensein und Auspragung werden null bis 20

Punkte fir dieses Kriterium vergeben.
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2.2.4.4 Aszites
Aszites beschreibt eine ,ser0se Flissigkeitsansammlung in der freien Peritonealhdhle® (26). Eine
deutliche Bauchumfangszunahme der Maus innerhalb kurzer Zeit entspricht je nach Auspragung null

(= kein Aszites) bis 20 Punkten (= starker Aszites) im Score-System.

2.2.4.5Dyspnoe

Die Dyspnoe beschreibt den Zustand der Atemnot. Dieses Kriterium ist wieder eng mit dem Verhalten
verbunden, sodass sich die Punktevergabe hier auf offensichtliche respiratorische Probleme
beschréankt. Diese &ufern sich fur den Beobachter in starken Thoraxexkursionen beim Atmen sowie

angestrengtes Atmen mit lauten Atemgerauschen.

2.2.4.6 Zusammenfassung

Diese funf Kriterien werden einzeln zu den definierten Zeitpunkten erhoben und addiert. Die Summe
entspricht dem Sepsis-Severity-Score, welcher Auskunft Uber die Schwere einer Sepsis gibt. Ein
Score Wert von 20 und mehr Punkten verlangt die Beendigung des Versuchs flr dieses Tier, auch aus
tierschutzrechtlichen Gruinden.

Tabelle 1 Sepsis-Severity-Score mit den funf zu bewertenden Kriterien

Punkte 0 5 10 20
Verhalten / . 10 moderat

) _ normal leicht komatos
Beeintrachtigung 15 schwer
Gewichtsverlust 0-5% 5-10% 10 - 15% > 15%
Schmerz kein gering mittel stark
Aszites kein gering mittel stark
Dyspnoe kein gering mittel stark

2.2.5 Nicht-invasive Blutdruckmessungen
Die Messung des arteriellen Mitteldrucks der septischen Tiere zu definierten Zeitpunkten erlaubt die

objektive Beurteilung der hAmodynamischen Situation des Organismus.

Die nicht-invasiven Blutdruckmessungen finden zu den Zeitpunkten zwolf Stunden, 24 Stunden und
36 Stunden statt. Das verwendete Messsystem ,Coda2“ (Coda Serial.Nr. 20295, Kent Scientific
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Corporation, Torington, USA) misst mittels ,Volume-Pressure Recording® den systolischen,

diastolischen sowie arteriellen Mitteldruck am Schwanz des Versuchstieres.

2.2.5.1 Préparation des Versuchstieres

Die Maus begibt sich ohne Anésthesie in einen ,restrainer® (Kent Scientific Corporation, USA), eine
Rohre mit integrierter Offnung fiir den Austritt des Schwanzes. Die Anwarmung des ,restrainers* mit
Hilfe einer Heizplatte fur mindestens funf Minuten ist fir das Erreichen einer Versuchstemperatur der
Maus von 32 bis 35 °C erforderlich. Diese Zeitspanne dient der Maus ebenfalls sich an die neue
Umgebung zu gewdhnen. Um eine Verfalschung der Blutdruckmessung zu vermeiden, empfiehlt sich

die Réhre ab diesem Zeitpunkt nicht mehr unnétig zu berthren.

Die Abbildung unten zeigt den Schwanz der Maus in den Cuffs des Messsystems: der O (Occlusion)-
Cuff, zur Unterbrechung des Blutflusses, befindet sich soweit proximal wie moéglich und distal davon
der VPR (Volume-Pressure Recording)-Cuff, zur Detektion des gesamten Blutvolumens im Schwanz
des Tieres (131).

i

Abb. 11 A: Ubersicht des Versuchsaufbaus: der ,restrainer mit den beiden Cuffs auf dem Schwanz
des Versuchstiers positioniert B: Detailansicht der Cuff-Positionen: proximal am Schwanzansatz der
O-Cuff, distal der VPR-Cuff

2.2.5.2 Durchfihrung der Messung
In ruhiger Umgebung, mdglichst ohne Storfaktoren, bei einer Raumtemperatur um 20°C und nach

Prufung der richtigen Funktionsweise der Cuffs wird die Messung gestartet.

Zunéchst blast sich der VPR-Cuff auf, um das vorhandene Blut aus dem Schwanz zu verdrangen, das
anschlieBende Aufpumpen des O-Cuffs verhindert den Ruckstrom des Blutes in den Schwanz. Der O-
Cuff entlasst langsam die Luft. Der systolische Blutdruck entspricht dem Druck, bei dem sich der
Schwanz wieder beginnt mit Blut zu fullen, sich also das Blutvolumen im Schwanz wieder erhdht. Bei

weiterer Druckminderung auf die Schwanzgefalle stellt sich ein Gleichgewicht zwischen

33



einstromendem und ausstromendem Blut ein. An diesem Punkt entspricht der O-Cuff Druck dem

diastolischen Blutdruck. Aus diesen Werten errechnet sich der mittlere arterielle Blutdruck (132).

Pro Versuchstier erfolgen mindestens zehn, maximal 30 Messungen. Bei zehn verwertbaren
Blutdruckmessungen wird die Messung beendet und die Maus zuriick in den Kafig gesetzt. Bei 30
Messungen ohne brauchbares Ergebnis ergibt sich der gerade nicht mehr messbare arterielle
Mitteldruck von 40 mmHg. Oft lasst die schlechte hdmodynamische Situation und Zentralisation des

Kreislaufs des septischen Tieres keine Messungen mehr zu.

Data Acquisition I

H 1l Pause ‘ a Exit lcycle Count 7 of 10

Sepsis K18
250 300
210 '-M L | 240
170 .S 180

“""-'.. Diastolic
x yhtolic o e
130 o, Tl e 120

"&“\\

Systolic Diastolic VYolume Mean Flow Rate
110 81 11 90 7 981 1
Esperiment Mame: Sepsis PDGF Session Name: sga

Abb. 12 Screenshot einer Blutdruckmessung mit dem ,Tail-Cuff-System*

2.3 Messung der Gefalipermeabilitat
Die Darstellung und Quantifizierung der erhdhten Kapillarpermeabilitdt zum Zeitpunkt sechs Stunden
nach Sepsis-Induktion erfolgt mittels Multi-Photonenmikroskopie und Second Harmonics Generation

(SHG). Der genaue Versuchsablauf wird in den folgenden Abschnitten genauer erlautert.

2.3.1 Versuchsvorbereitung

Die Tiere werden mit der Dreifachkombination MMF (vgl. 2.2.3.2) analgosediert. Ca. 10 Minuten nach
intraperitonealer Applikation des MMF tritt die Wirkung der Narkose ein.

Der Versuch erfordert einen i.v. Zugang tUber einen Schwanzvenenkatheter. Dieser besteht aus einem
dinnen Plastikschlauch (Durchmesser 0,28 mm, Lange ca. 15 cm), mit einer Einmal-Injektions-Kantile
30G (Braun, Meisungen, Deutschland) am einen Ende und aus der Nadel einer 30G Kanile (ohne
Plastikadapter) am anderen Ende. Nach der Spulung des Katheters mit NaCl, erfolgt die Punktion der

Schwanzvene und dessen anschlielende Fixierung mittels kleinem Pflasterstreifen.
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Bei sicherer i.v. Lage des Katheters, wird die Maus in Seitenlage positioniert und das freie Ohr
vorsichtig mit einem Wattestabchen auf Silikongel ausgestrichen. Das Ohr sollte eine mdglichst ebene
Flache senkrecht zur optischen Achse bilden. Vor Positionierung des Versuchstieres unter dem

Mikroskop wird ein Tropfen Wasser auf das Ohr der Maus gegeben.

Als nachstes beginnt die Suche nach einer geeigneten Stelle fir die Permeabilitdtsmessungen, im
Optimalfall stellt sich ein klar erkennbares Gefaf3, mdglichst zentriert im Gesichtsfeld dar. Die genaue

Einstellung des Gefal3es erfolgt mittels SHG.

2.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Mit Starten des Versuchs erfolgt alle 15 Sekunden die Aufnahme eines 3D-Films tber insgesamt funf
Minuten mit einem 200x200x36 pum stack (10 Ebenen mit jeweils 534 Pixel-Quadraten). Nach den
ersten 15 Sekunden-Durchlauf wird 750 ug TRITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 4 kD
(T1037, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) gelost in 150 upl PBS, als Bolus Uber den
Schwanzvenenkatheter gegeben. Die Anflutung von TRITC-Dextran im Gefal3 und progrediente
Extravasion ist durch die Multi-Photonen-Mikroskopie detektierbar, diese erfolgt mit TriMScope
(LaVision BioTec, Bielefeld, Germany) in einem Einzelpunkt Scanmodus. Mit einer Wellenldnge von
860 nm gelingt es simultan die TRITC Fluoreszenz (aufgenommen mit einem 580/60 nm Filter) und
die SHG von Kollagen (447/60 Filter) anzuregen (133).

Die Analgosedierung ist nach Beendigung des Versuchs mittels einer Dreifachkombination aus
Atipamezol (Antisedan®, 2,5 mg/kg KG), Flumazenil (Anexate®, 0,5 mg/kg KG) und Naloxon
(Naloselect®, 1,2 mg/kg KG) antagonisierbar.

Fir die Auswertung des Versuchs wird das Bildverarbeitungsprogramm ImageJ (W.S. Rasband, U. S.
National Institutes of Health, Md, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2012) verwendet.

2.4 Histologie

Die Entnahme von Herz und Skelettmuskel (Musculus quadriceps femoris) zw6lf Stunden nach
Sepsis-Induktion dient der histologischen Aufarbeitung der Organe. Hierzu lagern die Proben bei
-80°C eingebettet in Tissue-Tek OCT Compound (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, Niederlande),

um im Verlauf mit Hilfe des Kryotoms 5 um dicke Axialschnitte anzufertigen.

2.4.1 Immunhistochemie

Die anschlieRende fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Endothelzellen und Perizyten gelingt
durch die entsprechende immunhistochemische Farbung der Gefrierschnitte. Dies ermdglicht die
anschlieBende Quantifizierung der verschiedenen Zellpopulationen. Das Prinzip einer
immunhistochemischen Farbung besteht in der selektiven Bindung eines primaren Antikdrpers an eine

moglichst zellartspezifische Struktur. Der sekundéare, fluoreszenzmarkierte Antikorper bindet spezifisch
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an den primaren Antikérper. Die Detektion der fluoreszierenden Struktur erfolgt mittels

Fluoreszenzmikroskopie.

2.4.1.1 PECAM-1/NG2

Das Farbeprotokoll beginnt mit der Fixierung der 5 pm dinnen Proben von Herz und Skelettmuskel
auf den Objekttragern mittels Aceton (bei 4°C, tber 15 Minuten). Danach inkubieren die Proben fir ca.
30 Minuten in einer ,Blocking Solution® (2% Bernsteinsdureanhydrid (BSA), 0,2% Triton® X-100
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO) in phosphate buffered saline (PBS)). Der in einer Verdiinnung (mit
Antibody Diluent, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) von 1:200 auf die Proben
pipettierte, primare Antikorper (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) bindet spezifisch an das
Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1(CD-31)), ein flir Endothelzellen spezifisches,
transmembranes Adhasionsmolekil (134). Die anschlieende Inkubationszeit betragt mindestens acht
Stunden bei 4°C. Zur Entfernung noch nicht gebundener Antikbper erfolgt nun dreimaliges Waschen
in PBS Uber funf Minuten. Der im néachsten Schritt auf die Proben pipettierte sekundare,
fluoreszenzmarkierte Antikoper (1:200) (Cy3-AffiniPure Donkey Anti-Rat 1gG, 712-165-153JR,
Stratech Scientific Ltd, Newmarket, UK) wirkt fir ca. zwei Stunden bei Raumtemperatur ein. Dieser
stellt sich spater durch das Fluoreszenzmikroskop rot dar. Danach erfolgen erneut drei Waschungen
mit PBS. Der zweite primare Antikorper (1:200) (Millipore, Schwalbach, Deutschland) markiert
spezifisch das von Perizyten exprimierte Proteoglykan NG-2 (135) und benétigt dafir eine
Inkubationszeit von mindestens acht Stunden (bei 4°C). Nach dem Waschen mit PBS, wird der
sekundare, grin fluoreszierende Antikérper (1:200) (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), A-
11008, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) fiir ca. zwei Stunden (bei Raumtemperatur)
auf die Proben gegeben. Das anschlieBende Waschen mit PBS entfernt die restlichen
Antikorperuberstande. Zuletzt wird VECTASHIELD® (Mounting Medium with DAPI, Dako, Hamburg,

Deutschland) auf die Proben gegeben und diese mit einem Deckglas geschitzt. Nach der

fluoreszenzmirkroskopischen Darstellung der Proben, erfolgt die Sicherung und weitere Auswertung
der Bilder.

Abb. 13 Beispiel PECAM-1 (rot), NG-2 (gruin), DAPI (blau) A Herzmuskel B Skelettmuskel
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2.4.2 X-Gal-Farbung

Zum Nachweis der Uberexpression des rAAV 2.9 vor allem in Skelett- und Herzmuskel werden die
Kontrolltiere, wie oben beschrieben, mittels eines rAAV 2.9 LacZ (Konz. 1*10"12/pl) transfiziert. LacZ,
Bestandteil des lac Operon (E.coli), codiert fur B-Galactosidase. Dieses Enzym hydrolisiert unter

anderem X-Gal, dabei entsteht ein intensiv blaues Reaktionsprodukt (136).

Die Fixierung der Schnitte erfolgt mittels Glutaraldehyd 0,5% (-20°C) in PBS+. In der 15 minitigen
Inkubationszeit kann die X-Gal-(5-bromo-4-chloro-3-indoyl-b-D-galactopyranoside)-Féarbelésung
vorbereitet werden. Diese besteht aus drei Bestandteilen: PBS+ (20 ml), 20x KC (1 ml) und 40x F-Gal
(0,5 ml). Das KC setzt sich aus 0,82 g Kalium-Ferrizyanid (Ks;Fe(Cn)g) und 1,05g Kalium-Ferrozyanid
(KsFe(Cn)g) geldst in 25ml PBS, zusammen und sollte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur aufbewahrt
werden. Die fertige, filtersterilisierte X-Gal-Farbelésung wird grof3ziigig auf die Proben pipettiert und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Blaufarbung der Proben lasst sich (wie auf den Beispielbildern,

siehe unten) durch das Lichtmikroskop (BX 51 Mikroskop Olympus, Hamburg, Deutschland)

darstellen, mit entsprechender Software digitalisieren und sichern.

Abb. 14 Darstellung der Proben mit Lichtmikroskopie A Herzmuskel nach p-Galactosidase-Reaktion
mit sichtbarem, blauem Reaktionsprodukt, als Nachweis einer erfolgreichen Transfektion B Leber
ohne Blaufarbung

2.5 Molekularbiologische Analysen

2.5.1 1l-6 ELISA

Interleukin-6 (lI-6) ist ein wichtiger Mediator der Entziindungsreaktion (20) und liegt in der Sepsis II-6
in erhéhten Konzentrationen im Serum vor (137). Um die Sepsis der Versuchstiere zu verifizieren,
erfolgt eine II-6-Konzentrationsbestimmung mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) im
asservierten Serum. Hierfur wird das ELISA Kit Mouse IL-6 Quantikine® (R&D Systems, Minneapolis,

MN, USA) verwendet und gemaf den Herstellerinstruktionen durchgefihrt.

37



2.6 Statistik

Die vorliegenden Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardfehler (standard error of the mean,
SEM) dargestellt. Die statistischen Berechnungen wurden mittels ungepaarten T-Tests und ANOVA-
Analysen durchgefuihrt. Statistische Signifikanz wird durch einen p-Wert <0,05 angezeigt. Als

Grenzwert fur hohe Signifikanz wurde ein p-Wert von <0,005 gewéhlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der protektive Effekt von PDGF-B Uberexpression in der LPS-induzierten

Endotoxamie
Dieser erste Versuch der Arbeit untersucht den protektiven Effekt von PDGF-B in der LPS induzierten
Endotoxamie. In den Versuchstieren wird durch die gewichtsadaptierte, intraperitoneale Injektion von
LPS eine kontrollierte Endotoxdmie erzeugt. In der systemischen Inflammation wurden Tiere
untersucht, die via adenoassoziiertem Virus PDGF-B Uberexpremieren sowie die entsprechende

Kontrollgruppe. (siehe 2.2.3).

3.1.1 Verifizierung der Endotoxamie durch II-6-Spiegel-Messung

Die Messung des laborchemischen Entziindungsparameters Interleukin-6 im Serum dient zunachst
dem Nachweis der systemischen Entziindungsreaktion nach intraperitonealer LPS-Injektion. Im
folgenden Diagramm sind die Interleukin-6 Serumwerte von Wildtyp-M&usen ohne inflammatorischen
Stimulus, einer rAAV.LacZ transfizierten Kontrollgruppe und einer Gruppe via rAAV.PDGF-B
Uberexpremierenden Tiere dargestellt. In der Kontroll- und PDGF-B Gruppe wurde 1I-6 im Serum bei
intraperitonealer LPS-Injektion und nach Erreichen von 20 Punkten im Sepsis-Severity-Score
quantifiziert. Im Vergleich zur Shamgruppe zeigt die Kontrollgruppe und die Gruppe der PDGF-B
Uberexpremierenden Tiere mit Endotoxamie deutlich erhohte II-6 Serumwerte (Abb. 15 Sham:
35,3£17,7 pg/ml, Kontrolle: 84819,7+20069,0 pg/ml, PDGF-B: 32984,0+10360,2 pg/ml)).
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Abb. 15 Die Graphik zeigt die Interleukin-6-Serumkonzentration im Wild-Typ (Sham) sowie in der
Endotoxamie. Die Kontrolltiere zeigen einen signifikanten Unterschied zur Sham-Gruppe (Sham:
35,3+17,7 pg/ml, Kontrolle: 84819,7+20069,0 pg/ml). Das im Serum gemessene Interleukin-6 war in
den PDGF-B Uberexpremierenden Tieren signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (Kontrolle:
84819,7+20069,0 pg/ml, PDGF-B: 32984,0+10360,2 pg/ml). Die PDGF-B Gruppe zeigt im Vergleich
zum Wild-Typ ohne inflammatorischen Stimulus tendenziell héhere Interleukin-6 Werte, jedoch in
diesem Zusammenhang keine Signifikanz (Sham: 35,3+17,7 pg/ml, PDGF-B: 32984,0+10360,2

pg/ml).

3.1.2 Permeabilitatsminderung der GefaRRe bei PDGF-B Uberexpression

Die quantitative Analyse der GefalRpermeabilitat in der Mikrozirkulation bei systemischer Inflammation
erfolgt Uber die Messung des Fluoreszenzanstiegs im Interstitium alle 15 Sekunden nach intravendser
TRITC-Dextran-Injektion mittels 2-Photonen-Mikroskopie (siehe 2.3). In der Kontrollgruppe zeigt sich
ein deutlicher Fluoreszenzanstieg im Interstitium. Die Fluoreszenz ist nach 180 Sekunden (s) tber das
Doppelte des Ausgangswertes angestiegen. (Abb. 16 Kontrolle: 0 s: 100+0 % der Baseline; 180 s:
213+10% der Baseline). Die via adenoassoziiertem Virus PDGF-B Uberexpremierenden Tiere zeigten,
gemessen Uber die Zeit, keinen interstitiellen Fluoreszenzanstieg (Abb. 16 PDGF: 0 s: 100+0 % der
Baseline; 180 s: 102+7 % der Baseline) und somit keine Extravasion des TRITC-Dextran. Im Vergleich
von Kontrollgruppe und PDGF-B-Gruppe, ist ab dem Zeitpunkt 75 Sekunden in den Kontrolltieren ein

hochsignifikanter Fluoreszenzanstieg zu messen (Abb. 16).
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Abb. 16 Die GefaRpermeabilitdt der Kontrolltiere zeigt einen progredienten Anstieg gemessen uber
die Zeit. Im Vergleich dazu ist bei den PDGF-B Uberexpremierenden Tieren Uber die Zeit kein Anstieg
der Extravasion von TRITC-Dextran detektierbar.

Dieser Versuch beantwortet die Frage nach der Wirkung, von PDGF-B in der Endotoxamie. Da PDGF-
B eine starke chemotaktische Wirkung auf Perizyten hat, wurde nachfolgend untersucht, ob die

Perizytenzahl unter PDGF-B Einfluss bei geminderter GefaRpermeabilitat erhoht ist.

3.1.3 Erhohte Perizytenzahlen bei PDGF-B-Uberexpression

Die nachgewiesene Inhibition der GefaRleckage in der Inflammation bei PDGF-B Uberexpression
wurde nun auf das entsprechende morphologische Korrelat untersucht. Durch die
immunhistochemische Farbung von PECAM-1 (Endothelzellen) und NG2 (Perizyten) erfolgt die
Quantifizierung von Endothelzellen und Perizyten in der Mikrozirkulation. Die Analyse ergab
insgesamt erhohte Perizytenzahlen unter spezifischer PDGF-B Uberexpression, zwolf Stunden nach

inflammatorischem Stimulus durch intraperitoneale LPS-Injektion.
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3.1.3.1 Quantitative Perizyten-Endothelzell-Analyse in der peripheren Mikrozirkulation

Die Analyse der Zellzahlen zeigt eine hohere Perizytenzahl in der peripheren Mikrozirkulation in
PDGF-B uberexpremierenden Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe in der systemischen
Inflammation  (Abb. 18 Kontrolle: 32,4+1,6 Zellen/Gesichtsfeld, PDGF-B: 40,3%¥2,3
Zellen/Gesichtsfeld). Bei den Endothelzellen hingegen ist unter PDGF-B Einfluss kein Unterschied zur
Kontrolle messbhar. (Abb. 18 Kontrolle: 41,0+2,0 Zellen/Gesichtsfeld; PDGF-B: 42,3+2,9
Zellen/Gesichtsfeld). In den folgenden immunhistochemischen Farbungen stellt sich die hdhere
Perizytendichte (NG2) in der Mikrozirkulation von PDGF-B Uberexpremierenden Tieren deutlich im
Vergleich zur Gruppe der Kontrolltiere dar (siehe Abb. 17). Die Dichte der Endothelzellen ist visuell als

gleichbleibend zu werten.

PECAM-1 PECAM-1 NG2

Kontrolle

100 pm S : 5 pm

PDGF-B

Abb. 17 Hohere Perizytendichte (NG2) in PDGF-B Uberexpression in der periphere Mikrozirkulation im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Endothelzelldichte (PECAM-1) stellt sich in beiden Gruppe gleich dar.
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periphere Mikrozirkulation
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Abb. 18 Die Quantifizierung der Perizyten und Endothelzellen in der peripheren Mikrozirkulation, zeigt
signifikant hohere Perizytenzahlen in der PDGF-B Uberexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Hingegen ist der Unterschied der Endothelzellzahlen in den beiden Gruppen vernachlassigbar.

3.1.3.2 Quantitative Perizyten-Endothelzell-Analyse im Herzmuskel

Im Herzmuskel wurde gezeigt, dass die Perizytenzahlen in den PDGF-B uberexpremierenden
Versuchstieren hdher sind als in der entsprechenden Kontrollgruppe (Abb. 20 Kontrolle: 134,2+3,4
Zellen/Gesichtsfeld; PDGF-B: 147,1+3,1 Zellen/Gesichtsfeld). Die Zahl der Endothelzellen zeigt in der
zentralen Mikrozirkulation auch keinen Unterschied zwischen der PDGF-B- und Kontrollgruppe (Abb.
20 Kontrolle: 176,8+6,3 Zellen/Gesichtsfeld; PDGF-B: 169,8+4,2 Zellen/Gesichtsfeld). Deutlich kann
der Unterschied der Perizytendichte an den GefdBen des Herzmuskels von PDGF-B

Uberexpremierenden und Kontrolltieren mittels Immunhistochemie (siehe Abb. 19) visualisiert werden.

43



PECAM-1

i)

(o]

=

c

Q

X

5pm

o
L "
Q

[

o

Abb. 19 In der immunhistochemischen Farbung zeigt sich in den PDGF-B Uberexpremierenden Tieren eine
hoéhere Perizytendichte (NG2) als in den Kontrolltieren. Die Endothelzelldichte (PECAM-1) stellt sich in beiden
Gruppe gleich dar.
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Abb. 20 Im Herzmuskelgewebe ist ebenfalls die Perizytenzahl bei rAAV.PDGF-B Vorbehandlung der
Tiere signifikant groRer als in der Kontrollgruppe. In der Endothelzellquantifizierung zeigt PDGF-B
Uberexpression keinen Vorteil gegentiber der Kontrollgruppe.

Zusammenfassend zeigt die immunhistochemische Analyse, dass das morphologische Korrelat der

geminderten Gefallleckage eine erhohte Perizytenzahl in der peripheren wie zentralen
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Mikrozirkulation darstellt. Dies stiitzt die These, dass durch die Perizytenrekrutierung, das

charakteristische ,Capillary-Leak” in der Inflammation verhindert werden kann.

3.1.4 Minderung der Hypotension durch PDGF-B-Uberexpression

Ein wichtiges klinisches Symptom der erhéhten GefalZpermeabilitat ist die Hypotension. Der Einfluss
der PDGF-B Uberexpression wurden mittels nicht-invasiven Blutdruckmessungen 24 Stunden nach
LPS-Injektion untersucht (siehe 2.2.5). Der arterielle Mitteldruck (MAP) einer gesunden Wild-Typ
C57/BI6 Maus liegt bei 113,68+2,70 mmHg. 24 Stunden nach LPS-Injektion zeigen die Kontrolltiere
sowie die PDGF-B Uberexpremierenden Tiere, mit MAP von 66,07+4,46 mmHg und 82,85+3,17
mmHg eine deutliche Hypotension im Vergleich zur Sham-Gruppe (siehe Abb. 21). Bei Betrachtung
der MAP-Werte in der Endotoxdmie wird der oben beschriebene protektive Effekt von PDGF-B
deutlich. Der gemessene MAP bei PDGF-B Uberexpression ist im Durchschnitt um tiber 15mmHg

héher als in den rAAV.LacZ transfizierten Tieren (Abb. 21 Kontrolle: 66,07+4,46 mmHg, PDGF-B:

82,85+3,17 mmHQg).

Arterieller Mitteldruck
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n=10 pro Gruppe, *,P<0,005 vs. Sham, #, P<0,005 vs. Sham, $, P<0,05

Abb. 21 Die Sham-Gruppe zeigt den arteriellen Mitteldruck einer gesunden C57/BI6 Maus. Die
Hypotension 24h Stunden nach LPS-Injektion ist in der Kontrollgruppe am deutlichsten ausgeprégt.
Bei den via rAAV PDGF-B uberexpremierenden Tieren lassen sich hoch signifikant bessere arterielle
Mitteldriicke messen. Diese sind im Vergleich zur Sham-Gruppe jedoch immer noch deutlich hypoton.
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Das klinische Symptom der Hypotension zeigt sich unter PDGF-B Einfluss vermindert. Dies stiitzt die
vorangegangene Untersuchung der verminderten GeféalBpermeabilitait sowie der vermehrten
Perizytenrekrutierung in der PDGF-B Uberexpression. Eine weiterfilhrende Frage ist nun inwiefern
sich die verbesserte hamodynamische Situation auf die schwere der systemischen Inflammation sowie

auf den Allgemeinzustand der Tiere auswirkt.

3.1.5 Sepsis-Severity-Score bei PDGF-B Uberexpression

Um die Schwere der Sepsis anhand klinischer Symptome zu messen, wurde der Sepsis-Severity-
Score eingefiihrt. Dieser gibt unter Berticksichtigung von Verhaltensbeeintrachtigung, Gewichtsverlust,
Schmerzen, Dyspnoe und Aszites, ein umfassendes Bild des Allgemeinzustands des Versuchstieres
(siehe auch 2.2.4). Nach der gezeigten verminderten Gefal3permeabilitdt und Hypotension wird nun
der Effekt von PDGF-B auf die Sepsis-Schwere sechs, zwolf und 24 Stunden nach LPS-Injektion
evaluiert. Dabei zeigt sich der Gesamtscore bei PDGF-B Uberexpression stets niedriger als in der
Kontrollgruppe (Abb. 22 6h: Kontrolle: 13,40+0,74 Punkte, PDGF-B: 11,15+0,60 Punkte; 12h:
Kontrolle: 18,79+0,71 Punkte, PDGF-B: 15,70+0,89 Punkte; 24h: Kontrolle: 21,40+0,88 Punkte,
PDGF-B: 18,13+0,89 Punkte).
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Abb. 22 Im Verlauf weist die PDGF-B Uberexpremierende Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
stets niedrigere Werte im Sepsis-Severity-Score auf. Zu den Zeitpunkten sechs und zwo6lf Stunden ist
dieser Unterschied signifikant.
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Diese Ergebnisse bestéatigen den protektiven Effekt von PDGF-B in der systemischen Inflammation
auf die Gesamtsymptomatik und Sepsisschwere. Als letzter Schritt wurden die Auswirkungen auf die

Uberlebenszeit und die Mortalitat untersucht.

3.1.6 Verbesserung der Uberlebenszeit und Mortalitat bei PDGF-B-Uberexpression
Die Zeit von der intraperitonealen LPS-Injektion bis zum Erreichen von 20 Punkten im Sepsis-
Severity-Score kennzeichnet die Uberlebenszeit. Die Untersuchungen ergaben, dass die PDGF-B
Uberexpression zu einer um eine Drittel erhdhten Lebenszeit fiihrt (Abb. 23 (A) Kontrolle: 27,2+1,8
Stunden, PDGF-B: 40,2+2,7 Stunden). Folglich zeigten die Mortalitdtsanalysen, dass zum Zeitpunkt
36 Stunden noch Uber die Halfte der PDGF-B Uberexpremierenden Versuchstiere leben, in der
Kontrollgruppe liegt die Mortalitdt zu diesem Zeitpunkt bereits bei 100% (Abb. 23 (B) Mortalitat:
Kontrolle: 36h 100%, PDGF-B: 36h 55%).
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Abb. 23 PDGF-B zeigt einen Vorteil im Uberleben der Tiere. (A) Die PDGF-B (iberexpremierenden
Tiere zeigen eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit im Vergleich zur Kontrollgruppe in der
systemischen Inflammation. (B) In der Mortalitatsanalyse zeigt sich ein Uberlebensvorteil von 24
Stunden bei PDGF-B Uberexpression.

So wird der Protektive Effekt einer vorangehenden PDGF-B via rAAV Transfektion, wie auch schon in
der GefaBpermeabilitat, der Perizytenzahl, der Hypotension und der Sepsis-Schwere, im Uberleben

der Versuchstiere bestatigt.
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3.2 Vergleich der LPS-induzierten Endotoxamie und der CLP-induzierten Sepsis

Die mittels Single-Shot LPS induzierte Endotoxamie und die CLP-induzierte Sepsis unterscheiden sich
in ihrem Verlauf und der Zytokin-Kinetik deutlich. Durch LPS-Applikation wird eine akute Reaktion des
Organismus erzeugt. Die sich langsam entwickelnde polymikrobielle Sepsis hat einen vergleichsweise

prolongierten Verlauf und niedrigeren Zytokin-Anstieg (138).

3.2.1 Sepsis-Severity-Score in Endotoxamie und Sepsis im Vergleich

Der anhand der Hohe des Sepsis-Severity-Scores objektivierte Allgemeinzustand der Versuchstiere
zeigt zum zwolf Stunden Zeitpunkt, nach Endotoxdmie- bzw. Sepsis-Induktion einen signifikanten
Unterschied. In der PDGF-B Uberexpremierenden Gruppe sowie in der Kontrollgruppe lésst sich bei
den Tieren nach LPS-Injektion ein schlechterer Allgemeinzustand, folglich ein hoherer Sepsis-
Severity-Score dokumentieren (Abb. 24 Die CLP-induzierte Sepsis zeigt zum Zeitpunkt 12 Stunden
einen signifikant milderen Verlauf, in der PDGF-B- sowie Kontrollgruppe, gemessen am Sepsis-
Severity-Score. Abb. 24 12h: PDGF-B: LPS 15,70+3,99 Punkte, CLP 12,00+2,83 Punkte, Kontrolle:
LPS 18,79+2,65 Punkte, CLP 13,13+3,82 Punkte).
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Abb. 24 Die CLP-induzierte Sepsis zeigt zum Zeitpunkt 12 Stunden einen signifikant milderen Verlauf,
in der PDGF-B- sowie Kontrollgruppe, gemessen am Sepsis-Severity-Score.

48



3.3 Der Effekt von PDGF-B Uberexpression in der CLP- induzierten Sepsis

Die bisherigen Ergebnisse zeigen einen Vorteil der Versuchsgruppen, die im Herzmuskel und in der
peripheren Mikrozirkulation PDGF-B Uberexpremieren, im Modell der kontrollierten LPS-induzierten
Endotoxamie. Zur Evaluation des Kklinischen Effekts einer PDGF-B Uberexpression in einer
multimikrobiellen Sepsis, werden die Sepsis-Schwere sowie das Uberleben zuséatzlich im Mausmodell

der CLP-induzierten Inflammation analysiert (139).

3.3.1 Sepsis-Severity-Score bei PDGF-B Uberexpression in der Sepsis

Ein Teil der Tiere wurde 14 Tage vor CLP mit einem rAAV.PDGF-B transfiziert. Zwolf und 24 Stunden
nach CLP-Operation erfolgte die Evaluierung der Sepsis-Schwere unter Beriicksichtigung der
Verhaltensbeeintrachtigung, des Gewichtsverlusts, von Schmerzen, Aszites und Dyspnoe (siehe
2.2.4). Dabei zeigt sich zu beiden Zeitpunkten kein signifikanter Unterscheid zwischen den PDGF-B
Uberexpremierenden Tieren und der Kontrollgruppe (Abb. 25 12h: Kontrolle:13,13+1,44 Punkte,
PDGF-B: 12,00+£1,07 Punkte; 24h: Kontrolle: 20,43+2,14 Punkte, PDGF-B: 16,88+1,08 Punkte).
Tendenziell befinden sich die Tiere bei PDGF-B Uberexpression in einem besseren Allgemeinzustand

und weisen eine mildere Sepsis auf als die Kontrollgruppe.
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Abb. 25 Die PDGF-B Uberexpression fiihrt tendenziell zu einer Milderung der Sepsis im Vergleich zu
den Kontrolltieren. Ein signifikanter Unterschied der beiden Versuchsgruppen ist jedoch nicht
nachweisbar.
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3.3.2 Verbesserung der Uberlebenszeit und Mortalitat bei PDGF-B-Uberexpression

in der Sepsis
Nach CLP wurden die Versuchstiere Uber einen Zeitraum von 120 Stunden beobachtet und die
Uberlebenszeit nach Sepsis-Induktion dokumentiert. Hieraus lasst sich die Mortalitat in den
verschiedenen Versuchsgruppen berechnen. Hier ist wie in der Endotoxémie ein protektiver Effekt von

PDGF-B nachweisbar.

3.3.2.1Uberlebenszeit

Die Uberlebenszeit, d.h. der Zeitspanne von CLP bis nach dem Erreichen von 20 Punkten im Sepsis-
Severity-Score, wurde in beiden Versuchsgruppen beobachtet. Das Ergebnis zeigt, dass die Tiere bei
PDGF-B Uberexpression fast doppelt so lange iiberleben wie ihre Kontrolligruppe (Abb. 26 Kontrolle:
43,50+4,71 Stunden, PDGF-B: 70,50+10,91 Stunden).
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Abb. 26 Die PDGF-B Gruppe zeigt eine deutlich langere Uberlebenszeit als die Kontrollgruppe in der
Sepsis.

So zeigt PDGF-B, wie schon in der Endotoxamie, einen Vorteil der Uberlebenszeit, auch in der

polymikrobiellen Sepsis.
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3.3.2.2 Uberleben/Mortalitat

Auch in der Mortalitat zeigt sich folglich das gleiche Bild. Betrachtet man die Mortalitat der Tiere tber
einen Zeitraum von 120 Stunden, so zeigt PDGF-B Uberexpression einen klaren Vorteil in der CLP-
induzierten Sepsis. In der Gruppe der PDGF-B Uberexpremierenden Tiere tberleben 25% die Sepsis.
In der Kontrollgruppe ist zum Zeitpunkt 72 Stunden nach CLP kein Tier mehr am Leben. Bereits einen
Tag nach Sepsis-Induktion leben in der Kontrollgruppe nur noch die Hélfte der Tiere. In der PDGF-B
Gruppe sind nach zwei Tagen 50% der Tiere tot. Das bedeutet einen Uberlebensvorteil von 24
Stunden bei vermehrter PDGF-B Produktion.
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Abb. 27 Die Mortalitdtskurve zeigt eine geringere Sterblichkeit der PDGF-B Uberexpremierenden
Gruppe. Auch die Gesamtmortalitat nach 120 Stunden ist in der Kontrollgruppe um 25% héher als bei
PDGF-B Uberexpression.

3.4 Die Wirkung von Angiopoietin-2 Antikérpern in der CLP- induzierten Sepsis
In dieser Versuchsreihe wurde der therapeutische Effekt eines Angiopoietin-2-Antikorpers in der

Sepsis gezeigt. T. Ziegler et al. untersuchten bereits den protektiven Effekt dieses Antikérpers in der

Endotoxamie, vergleichbar mit den PDGF-B Uberexpressions-Experimenten.

PDGF-B wirkt Uber Angiopoietin-1 als Chemoattraktant fir Perizyten und vermindert, wie oben bereits
gezeigt, das ,Capillary Leak” in der Endotoxamie, resultierend in einer geringeren Sterblichkeit sowie
erhohten Uberlebenszeit in der multimikrobiellen Sepsis. Im Folgenden wird gezeigt wie durch die

Reduktion von aktivem Angiopoietin-2 mittels spezifischem Angiopoietin-2-Antikdrper LC 06
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(RO5314193, Roche, Penzberg, Germany, Ang-2 Ak) ebenfalls ein positiver Effekt auf
Allgemeinzustand sowie Mortalitat der Versuchstiere in der CLP-induzierten Sepsis erzielt werden

kann.

3.4.1 Verbesserter Sepsis-Severity-Score bei Angiopoietin-2 Antikbrpergabe in der
Sepsis

Einem Teil der Tiere wurde 24 Stunden vor CLP-Operation ein Angiopoietin-2 Antikdper i.p. injiziert.
Diese Versuchsgruppe zeigt im Verlauf einen milderen Sepsis-Verlauf, gemessen am Sepsis-Severity-
Score. Dieser wurde zu den Zeitpunkten zwolf, 24 und 36 Stunden nach Sepsis-Induktion erhoben. An
den Messpunkten zwolf und 24 Stunden zeigt sich sogar ein hoch signifikanter Unterschied zugunsten
der Angiopoietin-2 Antikdrper vorbehandelten Tieren. Auch nach 36 Stunden befinden sich diese Tiere
in einem deutlich besseren Allgemeinzustand, gemessen an Verhalten, Gewichtsverlust, Schmerzen,
Aszites und Dyspnoe (Abb. 28 12h: Kontrolle: 15,64+1,13 Punkte, PDGF-B: 10,57+1,03 Punkte; 24h:
Kontrolle: 17,61+0,93 Punkte, PDGF-B: 12,60+1,06 Punkte; 36h: Kontrolle: 18,75+1,52 Punkte,
PDGF-B: 14,56+1,35 Punkte).
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Abb. 28 Durch die Angiopoietin-2 Antikérper wird die Schwere der Sepsis abgemildert. Dieser Effekt
ist zu den Zeitpunkten zwolf, 24 und 36 Stunden nach CLP-Operation nachweisbar. Hier ist der
Sepsis-Severity-Score signifikant niedriger als in der entsprechenden Kontrollgruppe.
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Im Vergleich zu den PDGF-B lberexpremierenden Tieren in der Sepsis (siehe 3.3.1) zeigt die

Angiopoietin-2 Antikbper Behandlung einen Einfluss auf die Sepsis-Schwere.

3.4.2 Verbesserung der Uberlebenszeit bei Gabe von Angiopoietin-2 Antikdrpern

Die Uberlebenszeit und Mortalitat wurde auch unter Angiopoietin-2 Antikdrpertherapie in der CLP-
induzierten Sepsis untersucht. Hier zeigt sich ein deutlicher therapeutischer Nutzen der

Antikdpervorbehandlung (24 Stunden vor CLP).

3.4.2.1 Uberlebenszeit

Die i.p. Injektion von Angiopoietin-2 Antikbrpern 24 Stunden vor CLP-Operation fuhrt zu einer
durchschnittlichen Uberlebenszeit von 75 Stunden und ist somit im Vergleich zur Kontrollgruppe
deutlich erhdht (Abb. 29 Kontrolle: 54,00+£6,58 Stunden, PDGF-B: 75,43+6,86 Stunden).
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Abb. 29 Die Uberlebenszeit nach Angiopoietin-2 Antikdrpervorbehandlung ist signifikant héher im
Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe.
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3.4.2.2 Uberleben/Mortalitat

Die Untersuchungen der Mortalitat unter Angiopoietin-2 Antikdrpertherapie zeigen entsprechend der
langeren Uberlebenszeit eine niedrigere Mortalitat. Zum Zeitpunkt 36 Stunden leben noch 55% der
Kontrolltiere, jedoch noch 86% der Tiere mit Antikérpertherapie. Etwa die Halfte (43%) der mit
Angiopoietin-2 Antikdrpern behandelten Méause ist nach 72 Stunden post-CLP noch am Leben. An
diesem Messpunkt leben hingegen nur noch 18% der Kontrolltiere. Am Versuchsendpunkt bei 120
Stunden leben noch ein Fiinftel (19%) der therapierten Tiere (120h: Kontrolle 9%).
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Abb. 30 Die Mortalitatskurve zeigt die niedrigere Sterblichkeit der Tiere die mit einem Angiopoietin-2
Antikdrper vorbehandelt wurden. Auch zum Versuchsende Uberleben mehr Méuse aus dieser
Versuchsgruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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4 Diskussion

4.1 Endotoxamie und Sepsis im Mausmodell

Die systemische Inflammation ist ein komplexer, dynamischer Prozess mit einem sehr heterogenen
Patientenkollektiv. In einer Vielzahl von experimentellen Modellen stellt einerseits die LPS-induzierte
Endotoxamie den einfachsten Ansatz, andererseits die CLP induzierte Peritonitis den Goldstandard

unter den gram-negativen Sepsis-Modellen dar.

Die LPS-induzierte gram-negative Endotoxamie stellt ein etabliertes, gut untersuchtes Modell der
systemischen Inflammation dar. LPS ist ein stabiler, gut lagerbarer und relativ reiner Stoff. Die
Maoglichkeit der genauen, gewichtsadaptierten Dosierung ermdéglicht in den Versuchstieren eine
reproduzierbare, untersucherunabhéngige, systemische Inflammation zu induzieren. Die Induktion
erfolgte mittels eines gewichtsadaptierten Single-Shot (140). Diese Methode wurde aus den oben
genannten Griinden gewahlt, um initial die Effekte einer Therapie mittels PDGF-B-Uberexpression in

einer systemischen Inflammation zu untersuchen.

Um zusatzlich ein hohes MalR an Homogenitat im heterogenen Prozess der systemischen
Inflammation zu gewahren, wurde die aufgestellte Hypothese an einem murinen Sepsis-Modell
untersucht. Neben der kostenginstigen Verflgbarkeit der Tiere, besteht eine weitgehend homogene
Risikogruppe vor Sepsis-Induktion (beispielsweise im Vergleich zu einer klinischen Studie) (141). Als
Versuchstiere wurden ausschlielich méannliche C57/Bl6 M&ause mit identischem genetischem

Hintergrund, Alter und Gewicht gewahlt.

Im Vergleich zur Sham-Gruppe zeigten die LPS-behandelten Tiere signifikant hohere IL-6-
Serumkonzentrationen. Dies wurde in den Versuchsreihen als Nachweis einer sicheren Sepsis-
Induktion gewertet. Ebong et al. zeigten bereits, dass die IL-6 Konzentration in der systemischen
Inflammation direkt mit der Sepsis-Schwere wie auch mit der Mortalitat der Versuchstiere korreliert
(141, 142).

4.1.1 Endotoxamie vs. Sepsis

Die LPS-induzierte systemische Inflammation als Sepsis-Modell ist definitionsgemaR eine gram-
negative Endotoxdmie. Die Handhabung und Durchfilhrung des Modells ist einfach und
reproduzierbar. Ein weiterer Vorteil ist die akute, dosisabhéngige Reaktion des Organismus auf einen
inflammatorischen Stimulus (140). Somit stellt diese Form der Endotoxamie ein kontrolliertes und
standardisiertes Modell der systemischen Inflammation dar. Der Nachteil der LPS induzierten
Endotoxamie, ist die Gberwiegend Toll-Like-Rezeptor-4 (TLR-4) abhdngige Reaktion des Organismus
(143, 144). TLR-4 defiziente Mause zeigen eine verminderte Reaktion auf LPS-Exposition (145).
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Somit wird im Vergleich zur polymikrobiellen Sepsis im Menschen nicht die Gesamtheit der komplexen
Reaktionsmechanismen reprasentiert. Auf Grund eines einmaligen, starken, inflammatorischen
Stimulus, in Form einer Bolusinjektion, wird ein schneller, hoher aber nur voriibergehender Anstieg
von Zytokinen im Organismus getriggert. Dies steht im Gegensatz zur klinischen Situation, in welcher

ein infektidser Fokus Uber einen langeren Zeitraum besteht (140).

Eine weitere Grenze des Modells stellen die Versuchstiere dar. Kleine Saugetiere zeigen
physiologischerweise eine relative Insensitivitdat gegeniiber Endotoxinen und reagieren dosisabhangig
verschieden. Der menschliche Organismus reagiert nach einer LPS-Bolusinjektion mit einem initial
schnellen Anstieg der Serumkonzentration sowie im Verlauf mit einem steilen Abfall selbiger. Auf eine
langer anhaltende low-dose Endotoxin-Applikation reagiert der gesunde, menschliche Korper mit
Influenza-ahnlichen Symptomen mit Tachykardie, Fieber, erhdhten Leukozyten sowie einer katabolen
Stoffwechsellage. Die Zytokinkonzentrationen sind niedriger als bei einer Single-Shot induzierten

Endotoxamie, jedoch &@hnlich denen einer Sepsis (140).

Trotz der hohen Standardisierung des Modells, bestehen dennoch in einzelnen Publikationen
Unterschiede in Applikationsart, Dosis und Art des Toxins (138).

Die CLP stellt heute in der Sepsis-Forschung den Goldstandard dar. Ausgehend von einem
parenteralen, infektiosen Fokus entwickelt sich eine polymikrobielle Sepsis mit dem gesamten
Spektrum der wirtseigenen, intestinalen Flora. Die CLP reproduziert den Verlauf der Sepsis im
menschlichen Koérper mit &hnlichen metabolischen, hamodynamischen sowie hypo- und
hyperinflammatorischen Phasen. Der Zytokin-Verlauf stellt sich im Vergleich zum Menschen
prolongiert und weniger hoch dar. Die Schwere der Sepsis ist von der Strecke der Ligation, der Anzahl
der Punktionen sowie auch entsprechend operateurabhéngig (138, 139). Um ein hohes Mal3 an

Standardisierung zu erreichen, wurde die Ligationsstrecke wie Anzahl der Punktionen genormt.

4.1.2 Parameter der Evaluation und Validierung

4.1.2.1 Sepsis-Severity-Score

Die Allgemeinzustandsanderung der Tiere wurde durch den Sepsis-Severity-Score beurteilt. Die
Kriterien umfassen Verhalten, Gewichtsverlust, Schmerz, Dyspnoe und Aszites. Somit wird eine
umfassende Beurteilung des Gesundheitszustandes des Tieres moglich. Der Score setzt sich aus der
Summe der einzelnen Kriterien zusammen. Da der Gewichtsverlust den einzigen, objektiv messbaren
Parameter darstellt, zeigt sich der Score untersucherabhéngig. Um ein HochstmalR an Validitat zu
erzeugen, wurden die Tiere stets durch den gleichen Untersucher beurteilt. Die H6he des Scores
beeinflusst zudem direkt die Hohe der Mortalitéat der Versuchsgruppen, da ein Cut-off-Punktwert die
Beendigung des Versuchstieres vorschreibt. In den Ergebnissen ergibt sich somit eine Korrelation von

Allgemeinzustandsverschlechterung und erhdhter Sterblichkeit als Folge des Versuchsdesigns.
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4.1.2.2 Nicht-invasive Blutdruckmessungen

Die Uberwachung der hamodynamischen Situation wéhrend der Sepsis erfolgte durch nicht-invasive
Blutdruckmessungen. Im Vergleich zur invasiven Blutdruckmessung, kann der Blutdruck am selben
Versuchstier im Verlauf beurteilt werden, da die Methode schonend fiir das Versuchstier ist und der
Verlauf der Sepsis nicht beeinflusst wird. Feng et al. zeigten, dass mittels VPR Tail-Cuff Methode
genaue Messungen des Blutdrucks bei Mausen im physiologischen Bereich des Blutdrucks
gewdhrleistet wird. Im Vergleich zu invasiven radiotelemetrischen Messungen des Blutdrucks zeigten
sich die mittels VPR-Tail-Cuff-System gemessenen Werte im Durchschnitt um 0,25 mmHg niedriger.
Zudem zeigt sich die Methode bei sehr hohen und niedrigen (<110 und >180 mmHg) systolischen

Blutdruckwerten weniger genau als eine invasive Blutdruckmessung mittels Radiotelemetrie (132).

Auf Grund des schlechten Allgemeinzustandes der Tiere war die Durchfuhrung von invasiven

Blutdruckmessungen nicht mdoglich.

4.1.2.3 GefalRpermeabilitat

Die Messung der Gefal3permeabilitit mittels Multi-Photonenmikroskopie erlaubt ein intravitales
Echtzeit-Abbild der aktuellen Permeabilitéatslage der GefalRe der Mikrozirkulation. Das ,Capillary Leak*
wahrend der Sepsis kann somit mittels dieser Methode optimal visuell wiedergegeben werden und

mittels Farbintensitdtsmessungen quantifiziert werden.

Die genaue Quantifizierung der Endothelzellen und Perizyten erfolgte durch immunhistochemische
Farbungen der angefertigten Gewebeschnitte von Skelett- und Herzmuskel. Durch die
unterschiedliche Farbwahl fir beide Zelltypen kann eine sichere, fluoreszenzmikroskopische
Unterscheidung der beiden Zelltypen erfolgen. Die Quantifizierung zeigt sich jedoch von der Qualitét

der Farbungen und vom Untersucher abhéngig.

4.2 ,Capillary leak® — erhdhte Permeabilitat in der Sepsis

4.2.1 Permeabilitatsminderung der GefalRe bei PDGF-Uberexpression

Im Zustand der systemischen Inflammation zeigte sich ein deutlicher Fluoreszenzanstieg im
Interstitium in der 2-Photonenmikroskopie durch die Extravasion des fluoreszierenden Zuckermolekiils
TRITC-Dextran. Die Volumenverschiebung von intra- nach extravasal wird durch eine erhohte
GefaRpermeabilitat bedingt und als ,Capillary Leak” bezeichnet. Roviezzo et al. zeigten bereits, dass
Angiopoietin-2  die  Odementstehung  zeit- und  dosisabhingig  beginstigt. Dieser
endothelzellspezifische Wachstumsfaktor sowie Ligand des Tie2-Rezeptors wird durch
proinflammatorische Stimuli reguliert und fiihrt zu einer Destabilisierung des Endotheliums und erhéht
die GefalRpermeabilitat (90). In Patienten mit schwerer Sepsis ist somit die Serum-Konzentration von
Angiopoietin-2 signifikant erhdht und gleicht in seiner Dynamik und Kinetik den Zytokinen TNF-a und

[I-6 (100). Auf zellularer Ebene fiihrt Angiopoietin-2 zu einer Destabilisierung der Endothelzellschicht
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sowie einem Ablésen der Endothelzellen aus dem Verbund (52). In der Mikrozirkulation liegen der
Endothelzellschicht von au3en Perizyten an, durch deren lange zytoplasmatischen Auslaufer die
Abdichtung der GefaBwand erzielt wird. Hammes et al. konnten zeigen, dass Angiopoietin-2
dosisabhangig einen Perizytenverlust um die GefaBwand der Retina zur Folge hat. Heterozygote
Angiopoietin-2-Defizienz hingegen verhindert einen Perizytenverlust der retinalen GefalBwand. Ein
hoher Perizytenbesatz besteht in ruhendem Gewebe und gewéahrt eine hohe GeféRdichte sowie eine
hohe Barrierefunktion des Gefa3bettes (37, 39, 64).

Am Tie2-Rezeptor konkurriert Angiopoietin-2 mit dem antagonistisch wirkenden Liganden
Angiopoietin-1 (82). Angiopoietin-1 wirkt antiinflammatorisch und erhdht die Dichtigkeit von Gefal3en
(87, 88). Rekombinantes Angiopoietin-1 fuhrt zur Normalisierung der GefalRarchitektur und zur
Minderung erhdhter GefaBpermeabilitéat, verursacht durch den Verlust von Perizyten (57, 146). Die
vermehrte Perizytenrekrutierung tragt zur Gefal3stabilitat bei und wird durch die vermehrte Freisetzung
von perizytenrekrutierenden Faktoren aus den Endothelzellen, wie beispielsweise PDGF-B, bedingt
(57, 147, 148). Zudem fuhrt PDGF-B wiederum zu einer vermehrten Expression von Angiopoietin-1 in

glatten Muskelzellen (125).

In der systemischen Inflammation konnte gezeigt werden, dass eine Extravasion von
Plasmabestandteilen aufgrund ungeniigender GefaRdichtigkeit stattfindet. Die Uberexpression von
PDGF-B flhrt zu einer Minderung der Gefal3permeabilitat und resultiert in einem signifikant geringeren
Fluoreszenzanstieg im Interstitium in den Permeabilitdtsmessungen. Als morphologisches Korrelat auf
zellularer Ebene konnten im Skelett- wie Herzmuskel unter PDGF-B Uberexpression in der
systemischen Inflammation eine signifikant hohere Zahl an Perizyten um die Gefalwand

nachgewiesen werden. Die Zahl der Endothelzellen zeigte sich konstant.

So konnte eine vermehrte Perizytenrekrutierung und erhdhte GefaRdichte in der Mikrozirkulation unter
PDGF-B-Uberexpression wahrend einer generalisierten Entziindungsreaktion, wie beispielsweise der
Sepsis gezeigt werden. Es stellt sich die Frage wie sich dieser Sachverhalt auf Hamodynamik,

Allgemeinzustand und Mortalitat auswirkt.

4.2.2 Einfluss auf die Mikrozirkulation, Hamodynamik, Allgemeinzustand und

Mortalitat in der Sepsis

4.2.2.1Veranderungen der Mikrozirkulation in der Sepsis
Der septische Schock ist durch grundlegende, hdmodynamische Veradnderungen gekennzeichnet,
assoziiert mit Organdysfunktion. Diese Verdnderungen beinhalten das Auftreten einer Hypovolamie,

die Abnahme des Gefalitonus und die Beeintrachtigung der myokardialen Funktion.

In verschiedensten experimentellen Studien wurden Veranderungen der Mikrozirkulation wéahrend der
Sepsis belegt. Normalerweise besteht ein dichtes Kapillarnetzwerk, welches zum grof3ten Teil

perfundiert ist. In der der Sepsis zeigt sich eine Abnahme der Kapillardichte assoziiert mit einer
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vermehrten Heterogenitat der Perfusion. So zeigen sich nur intermittierend oder nicht durchblutete
Kapillaren in enger Nachbarschaft zu gut durchbluteten Kapillaren. Diese Veranderungen konnten in
der Endotoxdmie sowie wahrend einer bakteriellen Peritonitis nachgewiesen werden. Die
Veranderungen der Mikrozirkulation beeinflussten die Organfunktion unter anderem von Gehirn, Herz
und Skelettmuskel. Dies zeigte sich experimentell in Nagern sowie gro3eren Saugern. Sehr &hnliche
Verénderungen der Mikrozirkulation konnten auch in Patienten mit einer schweren Sepsis sowie im

septischen Schock nachgewiesen werden.

Die Abnahme der Kapillardichte erhoht einerseits die Diffusionsstrecke des Sauerstoffs, andererseits
fuhrt eine heterogene Durchblutung zu Veradnderungen in der Sauerstoffextraktion und folglich zu
hypoxischen Arealen, auch wenn ein normaler Blutfluss gewahrt ist. In der Hypoperfusion zeigt sich in
der Sepsis sogar eine weitere Aggravierung der heterogenen Kapillarperfusion. Diese Veranderungen
spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung einer Organdysfunktion und sind Indikator fur die
Schwere einer Sepsis. Die Veranderungen in der Mikrozirkulation haben eine beeintrachtigte
Gewebeoxygenierung zur Folge. Somit korreliert die Schwere der mikrozirkulatorischen Dysfunktion

mit der Entwicklung eines Organversagens und der Mortalitat.

Die endotheliale Dysfunktion ist einer der Schliisselmechanismen der den Verédnderungen in der
Mikrozirkulation unterliegt. Dies beinhaltet eine verminderte endotheliale Reaktion auf vasoaktive
Substanzen in der Sepsis. Zudem besteht eine eingeschrénkte Kommunikation zwischen den

Endothelzellen sowie zwischen Endothelzellen und vorgeschalteten Gefalzen (149).

4.2.2.2 Positiver Einfluss der PDGF-B Uberexpression auf die Hamodynamik, den
Allgemeinzustand und die Mortalitat
Der gefaBwirksame Wachstumsfaktor Angiopoietin-2 tragt unter anderem zur endothelialen
Destabilisierung der GefalRe bei, verursacht eine Zunahme des Gefal3lecks und induziert eine
Entziindungsreaktion (52, 116, 150). Charakteristisch fir den septischen Schock ist eine systemisch
erhohte Permeabilitat der Mikrozirkulation, ein interstitielles und alveolares Odem sowie eine erhohte
Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise 1I-6 (20, 114, 151). Eine Folge des
.Capillary Leak® ist die systemische Hypotension (114, 152). In der LPS-induzierten Sepsis zeigten
sich ein deutlich geminderter MAP in den nicht-invasiven Blutdruckmessungen im Vergleich zu

gesunden Kontrollen.

Fiusa et al. zeigten, dass erhthte Angiopoietin-2 Serumkonzentrationen sowie ein erhohter
Angiopoietin-2/Angiopoietin-1 Quotient vermehrt mit der Entwicklung eines septischen Schocks
einhergehen (153). David et al. stellten fest, dass kranke Patienten mit besonders schlechter
Prognose auch stark erhthte Angiopoietin-2 Konzentrationen aufwiesen. Patienten in besserem
Allgemeinzustand und Sepsis-Uberlebende zeigten geringere Angiopoietin-2 Konzentrationen. Zudem
zeichnete sich wahrend der Allgemeinzustandsverschlechterung ein weiterer Anstieg der Angiopoietin-
2 Serum-Konzentration ab. So ist anzunehmen, dass Angiopoietin-2 Beitrag zum Multiorganversagen

und Tod in der Sepsis leistet (154). In Zusammenschau zeigt sich, dass Angiopoietine in der Sepsis
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nicht nur Regulatoren der GefaBpermeabilitat darstellen, sondern auch an der Dysregulation des

Endotheliums in der Sepsis beteiligt sind (155).

Uber den Downstream der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Tie-2 senkt Angiopoietin-1 die GefaRpermeabilitat
und wirkt gefaRstabilisierend sowie antiinflammatorisch (88, 111). Witzenbichler et al. konnten bereits
zeigen, dass eine Uberexpression des gefaRstabilisierenden Wachstumsfaktors Angiopoietin-1 in
einer LPS-induzierten Endotoxamie eine verminderte Mortalitit sowie eine Besserung der
hamodynamischen Situation zur Folge hat (114). PDGF-B bewirkt neben einer gesteigerten
Perizytenrekrutierung auch eine vermehrte Angiopoietin-1 Expression (125). Zudem fihrt eine

Uberexpression von PDGF-B zu einer verminderten Angiopoietin-2 Produktion (126).

Mittels nichtinvasiven Blutdruckmessungen konnte durch PDGF-B Uberexpression eine Verbesserung
der Hamodynamik in der systemischen Inflammation demonstriert werden. Der MAP zeigte sich
demzufolge in den PDGF-B Uberexpremierenden Tieren zum Zeitpunkt 24 Stunden signifikant héher.

Dies bestatigt den protektiven Einfluss von PDGF-B auf die Mikrozirkulation.

4.2.2.3Besserer Allgemeinzustand und verminderte Mortalitat unter PDGF-B Therapie

Als Ausdruck einer verbesserten Hamodynamik unter PDGF-B Uberexpression zeigt sich in der
Sepsis eine Minderung der Hypotension. Dies kann einerseits der Minderung des Gefal3lecks
zugeschrieben werden, andererseits dem positiven Einfluss auf die endotheliale Funktion. Der Abfall
des intravasalen Drucks wird vermindert. In Folge kann ein septischer Schock abgewendet und eine
Organminderperfusion verhindert werden. Die ausreichende Organperfusion zeigt sich in einer
Verbesserung des Allgemeinzustandes unter PDGF-B Uberexpression. Zum Zeitpunkt sechs und
zwolf Stunden nach Applikation des Endotoxins LPS zeigten die Tiere somit einen signifikant
niedrigeren  Sepsis-Severity-Score  unter  Berilicksichtigung von  Verhaltensbeeintrachtigung,

Gewichtsverlust, Schmerzen, Dyspnoe und Aszites.

Witzenbichler et al. postulierten, dass eine Besserung der Hamodynamik durch Angoipoietin-1
Uberexpression in der Sepsis mit einer Senkung der Mortalitat einhergeht (114). Auch prognostisch ist
durch verminderte Angiopoietin-2 Werte (siehe oben) auf Grund der PDGF-B Uberexpression auf eine
verminderte Mortalitdt zu schlieen. In den durchgefiihrten Untersuchungen bestatigt sich eine
verminderte  Sterblichkeit bzw. ein besseres Uberleben der PDGF-B iiberexpremierenden

Versuchsgruppe.

In Zusammenschau der Ergebnisse ist das verbesserte Uberleben der Tiere durch das Abwenden

eines Multiorganversagens, durch das Gewahren einer suffizienten Organperfusion, zu erklaren.
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4.3 Transfer von der Endotoxamie in die polymikrobiellen Sepsis

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob der Benefit einer PDGF-B Uberexpression in der
Endotoxamie sich auch in der polymikrobiellen Sepsis bestétigt. In den durchgefiihrten
Untersuchungen hat sich gezeigt, dass ein Uberlebensvorteil von 24 Stunden auch in der
polymikrobiellen Sepsis erzielt werden konnte. Der Allgemeinzustand der Versuchstiere stellte sich zu

den Zeitpunkten zwolf und 24 Stunden jedoch nur tendenziell, nicht signifikant, besser dar.

Die Erhebung des Sepsis-Severity-Score fand auf Grund der prologierten und auch niedrigeren
Zytokin-Ausschittung im Vergleich zur LPS-induzierten Endotoxamie zu spateren Zeitpunkten statt.
Zum Zeitpunkt zwolf Stunden zeigt der Vergleich der Sepsis-Severity-Scores von LPS-induzierter
Endotoxamie und CLP-induzierter Sepsis, in der CLP-Gruppe signifikant niedrigere Werte. Es ist
anzunehmen, dass sich auf Grund der langsameren Kinetik die Allgemeinzustandsverbesserung zu

diesem Zeitpunkt nur andeutet.

4.3.1 Therapieoptionen und -grenzen zwischen Perizytenverlust und -rekrutierung

Dem therapeutischen Ansatz der vermehrten Perizytenrekrutierung in der polymikrobiellen Sepsis
mittels PDGF-B-Uberexpression wird im Folgenden die Méglichkeit einer verminderten
Perizytenabwanderung durch Neutralisierung von Angiopoietin-2 durch spezifische Antikérper
gegenubergestellt. Die Effektivitdt der beiden Methoden wird am Allgemeinzustand der Tiere sowie

der Mortalitéat gemessen.

4.3.2 Minderung der Mortalitdt sowie Besserung des Allgemeinzustands durch

PDGF-B Uberexpression in der polymikrobiellen Sepsis

Der uberwiegend in Endothelzellen expremierte Wachstumsfaktor PDGF-B beeinflusst, wie bereits
oben erwahnt, unter anderem das Angiopoietin-Tie2 System (125). Angiopoietin-1 agiert als
Gefalstabilisator und wirkt antiinflammatorisch (111, 114). Nishishita et al. konnten zeigen, dass
PDGF-B die Angiopoietin-1 Expression in Perizyten und glatten Muskelzellen tber den PI3 Kinase und
PKC Signalweg hochreguliert. PDGF-B stimuliert ebenso die TGF-B-Expression Uber den MAPK
Signalweg und erzielt dadurch eine zusatzliche GefalRstabilisierung (125). Durch die Tie-2 Aktivierung
mittels Angiopoietin-1 erfolgt eine vermehrte Perizytenanlagerung entlang der Gefal3wand, diese wird
stabilisiert und die Gefalllekage gemindert (37, 83-85, 87, 88, 113).

In Zusammenschau ergibt sich auch in der CLP induzierten, polymikrobiellen Sepsis, wie schon in der
Endotoxamie, im Vergleich zur Kontrollgruppe ein verbesserter Allgemeinzustand gemessen am
Sepsis-Severity-Score. Die Uberlebenszeit der behandelten Tiere zeigt sich annéhernd doppelt so

lange als in der Kontrollgruppe (siehe 4.3).
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4.3.2.1 Grenzen der Therapie
Die vermehrte Perizytenrekrutierung durch PDGF-B Uberexpression stellt somit ein wirksames
Therapeutikum in der systemischen Inflammation dar. Der Anwendbarkeit im klinischen Alltag stehen

jedoch eine Vielzahl von Nebenwirkungen und potentiellen Risiken entgegen.

Zunachst stellt die Dosisfindung mit therapeutischem Wirkmaximum eine Herausforderung dar.
Wahrend PDGF-B essentiell fur die Perizytenmigration und -proliferation entlang neu gebildeter
GefaRe ist (93, 123), zeigt sich unter hohen PDGF-B Dosen ein paradoxer Effekt mit Abwanderung

der Perizyten von den Gefallwanden (156).

Des Weiteren bilden Perizyten zusammen mit Endothelzellen und Astrozyten die Bluthirnschranke und
stellen somit einen wichtigen Faktor fir die Integritat dieser dar. Je nach Perizytendichte wird die
Barrierefunktion verstarkt oder abgeschwacht. Auf Grund der direkten Wirkungsbeziehung zwischen
PDGF-B und Perizyten fihren zu hohe PDGF-B Konzentrationen zu schwer kalkulierbaren

neurokognitiven Funktionsstérungen (157).

PDGF-B ist ein starker Chemoattraktant fir verschiedenste weitere Zelltypen. Neben Perizyten fordert
PDGF-B unter anderem auch die Migration und Proliferation von Fibroblasten und mesenchymalen
Zellen, wie beispielsweise pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen. Durch die vermehrte
Fibroblastenmigration besteht die Gefahr, fibrosierende Erkrankungen wie beispielsweise die
idiopathischen Lungenfibrose oder die systemischen Sklerose (sklerodermieartige Erscheinungen)
auszulésen oder zu verstarken (158, 159). Auch in der Genese der idiopathischen pulmonalarteriellen
Hypertonie spielt PDGF-B durch seinen Einfluss auf die pulmonal arteriellen glatten Muskelzellen eine
Rolle (160).

Eine Uberexpression von PDGF-B erzielt eine proangiogenetische Wirkung und fithrt zur
Tumorinduktion (161). Diese unterstitzt auch die Angiogenese und Zellreifung in Malignomen,
einerseits durch die vermehrte Expression von Vascular Endothelial Growth Faktor (VEGF) und
dessen fordernder Einfluss auf die Endothelzellmitogenese. Andererseits werden vermehrt Perizyten
an die wachsenden GefalRe rekrutiert und hierdurch die GeféaRformation erleichtert (162). Dieser Effekt
wurde besonders in Gliomen erforscht. Zudem konnte in Gliomzellen eine PDGF-B- und PDGFR-B-
Uberexpression nachgewiesen werden (161, 162).

Insgesamt zeigt sich so ein hohes potentielles, wenig beeinflussbares Nebenwirkungsprofil, welches
den zukunftigen Einsatz als Therapeutikum im klinischen Alltag beschrankt. Somit stellt die vermehrte
Perizytenrekrutierung eine schwer realisierbare Therapieoption dar. Eine verminderte Abwanderung

von Perizyten kann beispielsweise durch Angiopoietin-2 Antikérperapplikation erzielt werden.

Zudem stellt der Applikationszeitpunkt eine grof3e Limitation als therapeutisches Werkzeug dar. Da
eine stabile Expression erst nach einigen Tagen bis Wochen erwartet werden kann, stellt die
Applikation eines rekombinanten adenoassoziierten Virus zur PDGF-B Uberexpression in der
klinischen Praxis des akut, verlaufenden Krankheitsbildes der schweren Sepsis, keine realistische

Therapieoption dar.
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4.3.3 Angiopoietin-2 Antikérper und verminderte Perizytenabwanderung in der
Sepsis
Angiopoietin-2 stellt eine Verbindung zwischen Inflammation und Angiogenese dar. Im Angiopoietin-
Tie2-System wirkt Angiopoietin-2 antagonistisch zu Angiopoietin-1 und blockiert entsprechende
Signalwege. Die Destabilisierung des ruhenden Endotheliums begiinstigt und dessen Reaktion auf
exogene angiogenetische sowie inflammatorische Stimuli (104). Eine Folge ist der Perizytenverlust
sowie eine beeintrachtigte Perizytenrekrutierung entlang der GefalBwand und Ausbildung des
.Capillary Leak” (90, 117). In der schweren Sepsis zeigten sich auch beim Menschen erhéhte
Angiopoietin-2 Konzentrationen sowie eine direkte, konzentrationsabhangige Korrelation mit der

Mortalitat schwer kranker Patienten (102).

Als kausalen Therapieansatz erfolgte der Versuch der Angiopoietin-2 Antikdrperapplikation. Es zeigte
sich eine signifikante Verbesserung des Allgemeinzustandes gemessen am Sepsis-Severity Score
zum zwolf, 24 und 36 Stunden Zeitpunkt. Zudem zeigte sich eine verminderte Mortalitat sowie eine
fast 10%-ige Uberlebensrate in der CLP-induzierten Sepsis. Im Vergleich zum Ansatz der vermehrten
Perizytenrekrutierung mittels PDGF-B-Uberexpression préasentiert sich hier sogar eine effektivere
Therapiemethode.

4.3.3.1 Grenzen der Therapie

Therapieansatze mit spezifischen monoklonalen Antikorpern sind heute Bestandteil des klinischen
Alltags. Ihr breites Einsatzgebiet erstreckt sich von der Hamatoonkologie, Uber die Rheumatologie, bis
hin zur Dermatologie. Auch im Rahmen von Autoimmunerkrankungen stellen spezifische Antikérper
eine Therapieoption dar (163).

In Zusammenschau der aktuellen Studienlage zeigen sich erhdhte Angiopoietin-2 Konzentrationen
ausschlieBlich in pathologischen Zustdanden wie beispielsweise einer schweren systemischen
Inflammation (100), malignen Erkrankungen (164, 165), der systemischen Sklerose (166), etc.

In der Tumorangiogenese und -progression nimmt Angiopoietin-2 eine komplexe, kontroverse
Funktion ein. Zusammen mit VEGF und Angiopoietin-1 reguliert Angiopoietin-2 die
Tumorangiogenese. Einerseits stimuliert Angiopoietin-2 die Tumorangiogenese, -invasion und
-metastasierung. Auf Grund der prognostischen Wertigkeit der Angiopoietin-2 Expression in
verschiedenen Krebsarten wie beispielsweise Brustkrebs (164) und metastasiertem kolorektalem
Karzinom (165) sowie erhtéhte Angiopoietin-2 Serumkonzentrationen in Patienten mit Malignomen
etablierte sich Angiopoietin-2 auch diesbeziglich als therapeutische Zielstruktur beim Einsatz von
neutralisierenden Antikérpern. Anderseits wird auch Angiopoietin-2 verwendet um Tumorangiogenese

und -invasion direkt zu hemmen.

Somit zeigt sich auch das Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil von Angiopoietin-2-Antikbrpern noch

wenig erforscht und nur das bessere Verstandnis zugrundeliegender Mechanismen kann eine bessere
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Risikoeinschatzung potentieller Nebenwirkungen einer Antikdrpertherapie gewahren (168, 169).
Jedoch zeichnet sich eine neue Therapiemethode mit groRem Potential ab, die auch in der

Akutmedizin ihren Einsatz finden kann.

64



5 Zusammenfassung

Das Angiopoietin-Tie2-System nimmt eine zentrale Rolle in der Gefa3regulation der Mikrozirkulation
ein. Die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Tie2 besitzt zwei Liganden die konkurrierend, antagonistisch am
Rezeptor wirken. Einerseits das gefal3stabilisierende und antiinflammatorisch wirkende Angiopoietin-1
und andererseits Angiopoietin-2 mit gefaRdestabilisierendem und proinflammatorischem Einfluss. In
neuesten Untersuchungen zeigte Angiopoietin-2 eine gewichtige Rolle als prognostischer Biomarker
in der Sepsis. Dieses System interagiert mit einer Reihe von weiteren endothelialen
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise PDGF-B, welches in diesem System syngen mit Angiopoietin-

1 agiert und zudem einen potenten Chemoattraktant fiir Perizyten darstellt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die LPS-induzierte systemische Inflammation
zu einer Dysregulation der Mikrozirkulation mir relevanter Erhéhung der Gefalipermeabilitéat fuhrt. Als
morphologisches Korrelat konnte die Abwanderung der Perizyten um die Gefallwande beobachtet
werden. Als Folge dieser vermehrten Gefal3leckage zeigte sich eine Hypotension, die mittels nicht-
invasiven Blutdruckmessungen objektiviert werden konnte. Als Folge der eingeschrénkten Gewebe
und Organperfusion zeigte sich eine zunehmende Allgemeinzustandsverschlechterung der Tiere.
Folglich endet die LPS-induzierte Endotoxamie im multiplen Organversagen, geschuldet der

Organminderperfusion bei systemischer Hypotension.

Durch die Uberexpression von PDGF-B konnte durch vermehrte Perizytenrekrutierung die
GefalRleckage signifikant verringert werden. Die durch die Perizyten am Gefal3 erreichte
Gefalstabilisierung konnte zu einer Minderung der systemischen Hypotension fiihren. Durch das
Gewadhren einer ausreichenden Gewebe- und Organperfusion konnte ein besserer Allgemeinzustand
der Tiere objektiviert werden. Als Resultat zeigten sich ein verlangertes Uberleben der Versuchstiere

sowie eine geringere Mortalitat.

Auch die Ubertragung des neuen Therapieansatzes in die polymikrobielle CLP-induzierte Sepsis,
deren Zytokin-Kinetik und zeitlichem Verlauf eher der menschlichen Sepsis entspricht, zeigte sich ein
positives Ergebnis mit gebessertem Allgemeinzustand und Uberleben. Als limitierender Faktoren fiir
den Einsatz dieses Therapieansatzes in der Akutmedizin ist vor allem die lange Dauer einer stabilen
PDGF-B-Expression anzufiihren. Zudem stehen der systemischen PDGF-B-Uberexpression auch
gravierende Nebenwirkungen wie beispielsweise Stérungen der Blut-Hirn-Schranke, organbezogene

und systemische Fibrosen sowie Férderung der Tumorangiogenese entgegen.

Entgegen des Therapieansatzes der vermehrten Perizytenrekrutierung durch PDGF-B wurde
abschlieBend die Wirkung einer verminderten Perizytenabwanderung durch einen Angiopoietin-2
neutralisierenden Antikdrper untersucht. In dieser Versuchsreihe konnten sogar ein besserer
Allgemeinzustand und ein langeres Uberleben festgestellt werden als durch die rAAV vermittelte
PDGF-B Uberexpression. AuRerdem stellt die Verabreichung von Angiopoietin-2-Antikérpern auch in

der Akutmedizin einen praktikablen Therapieansatz mit giinstigerem Nebenwirkungsprofil dar.
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In Zusammenschau stellt die Perizytenstabilisierung der Mikrozirkulation ein vielversprechendes

Target in der modernen Sepsis Medizin dar.
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