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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund Sepsis beschreibt das Kontinuum eines sehr heterogenen
Krankheitsbildes, welches durch die komplexe systemische inflammatori-
sche Wirtsreaktion auf eine generalisierte Infektion ausgeldst wird. Dabei
wurde in vielen klinischen Studien eine Assoziation von Hypocho-
lesterolamie mit schlechtem Outcome von Patienten nachgewiesen. Ein
Grolteil der Pathogen-Host Interaktionen im Wirtsorganismus ist aller-
dings bisher unzureichend erforscht und behindert so die Entwicklung von

kausalen, erregerspezifischen Therapien.

Fragestellung und Ziele Vor diesem Hintergrund soll eine Analyse der
Regulation der Cholesterolbiosynthese im murinen Lebergewebe flur die
zwei haufigsten Infektionsfoki bei Sepsis, S. pneumoniae-induzierte
Pneumonie (durch Pneumokokken unterschiedlicher Virulenz) und poly-
mikrobielle Peritonitis, erfolgen. Auf Ebene des Transkriptoms werden die
fur die Regulation der Cholesterolbiosynthese entscheidenden
Transkriptionsfaktoren und Enzyme untersucht. Diese Daten werden auf
Ebene des Metaboloms durch die Konzentrationen der Synthesezwi-
schenprodukte (Lanosterol, Desmosterol) sowie des Endproduktes Cho-
lesterol in Lebergewebe und Plasma erganzt und anschliefend in einer
integrativen Datenanalyse ausgewertet. Es soll geklart werden, ob die Re-
gulation der Cholesterolbiosynthese eine differenzierte adaptive Wirts-

reaktion auf die untersuchten Infektionsfoki darstellt.

Methodik Weibliche C57/BL/6 Jackson Mause wurden auf zwei experi-
mentelle Gruppen aufgeteilt: pulmonale Infektion durch intra-tracheale In-
stillation von Pneumokokkenserotypen unterschiedlicher Virulenz und po-
lymikrobielle Peritonitis durch intraperitoneale Injektion einer humanen

Faeces-Suspension sowie entsprechende Kontrollgruppen.
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Nach 6h und 24h wurde das bendétigte Gewebe nach Euthanasie der Ver-
suchstiere entnommen und nach Lyse mittels Real-Time-quantitative-PCR
auf Expressionsveranderungen der Zielgene untersucht. Die Metabo-
lomdaten wurden durch Massenspektroskopie und automatisierte Analyse

erhoben.

Ergebnisse und Diskussion Fur beide Sepsismodelle zeigte sich eine
differenzierte Regulation der Cholesterolbiosynthese. Die Infektion von
Mausen mit Pneumokokken fuhrte zu einer konzertierten Hochregulation
der Cholesterolbiosynthese, welche als erregerspezifische adaptive Wirts-
antwort gewertet wird. Der pneumokokkenspezifische Virulenzfaktor
Pneumolysin kann nicht fur die Steigerung der Cholesterolbiosynthese bei
Sepsis verantwortlich sein, da der Pneumolysin-defiziente Stamm im Tran-
skriptom wesentlich starkere Expressionssteigerungen zeigte als der ver-
wendete Wildtyp. Ein weiterer hochvirulenter Stamm (S2) hingegen zeigte
keine Veranderungen in Transkriptom und Metabolom. In diesem Fall liegt
moglicherweise eine maladaptive Wirtsantwort auf diesen Pneumokok-
kenstamm vor. Im Gegensatz zum Pneumoniemodell zeigte die Cho-
lesterolbiosynthese bei Peritonitis eine konzertierte Herabregulation. Dar-
aus lasst sich eine deutliche Abhangigkeit der adaptiven Wirtsantwort von

Infektionsfokus und Erregerspektrum im Rahmen bei Sepsis ableiten.

Schlussfolgerungen Da die Cholesterolbiosynthese bei Sepsis allein bei
den zwei haufigsten septischen Foki differenziert reguliert ist, sollte dies
fur zukunftige klinische Studien Anlass geben, den Eintrittsort und beteilig-
te Erreger starker zu berucksichtigen sowie ein engmaschiges Cho-
lesterolmonitoring vorzunehmen, um dem pathogenetischen Aspekt in der

Entwicklung der Sepsistherapie mehr Bedeutung beizumessen.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die adaptive Wirtsreaktion gehort zum korpereigenen System zur Abwehr
der Auswirkungen akuter Zellschaden auf die Funktion lebenswichtiger
Organe. Eine entscheidende Rolle fur das Outcome des Organismus
spielt vor allem die Auspragung und Dauer dieser Reaktion, denn bei einer
uberschie3enden, unbalancierten Wirtsreaktion wird ein komplexes Netz-
werk aus molekularen Kaskaden ausgeldst, welches auch zu Gewebs-
schaden, Organversagen und letztendlich zum Tode des Wirtes flhren
kann (Hotchkiss und Karl 2003, Gustot 2011).

Die schwerste Manifestation einer adaptiven Wirtsreaktion ist das Multior-
gandysfunktionssyndrom (MODS). Es handelt sich hierbei um eine pro-
gressive, potentiell reversible Dysfunktion in zwei oder mehr Organen oder
Organsystemen, die bei kritisch kranken Patienten auftritt. Ausloser sind
Traumata, Schockzustande, Verbrennungen, Pankreatitis, schwere Infek-
tionen und Sepsis (Moerer et al. 2002, Wang und Ma 2008). Insbesondere
die Lunge, das Gerinnungssystem, die Leber, der Gastrointestinaltrakt und
die Nieren sind betroffen (Deitch 1992, Wickel et al. 1997). Die Entwick-
lung eines Multiorgandysfunktionssyndroms tritt haufig im Zusammenhang
mit Sepsis auf und ist mit einer schlechten Prognose verbunden (Wang
und Ma 2008).

Sepsis beschreibt das Kontinuum eines sehr heterogenen Krankheitsbil-
des, welches durch die komplexe systemische inflammatorische Wirtsre-
aktion auf eine generalisierte Infektion ausgeldst wird (Bone et al. 1989).
Mit einer bei ITS Patienten in Deutschland auftretenden Pravalenz von
11% fur schwere Sepsis und einer Krankenhaussterblichkeit von 55%,
stellt dieses Erkrankung nach wie vor eine grof3e medizinische und 6ko-
nomische Herausforderung dar (Engel et al. 2007).

Die Wirtsantwort auf Sepsis beinhaltet viele gleichzeitig ablaufende Pro-

zesse, die haufig auch antagonistisch wirken: Sie umfasst sowohl
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Hyperinflammation als auch Immunsuppression, welche durch eine kom-
plexe dynamische Interaktion zwischen Pathogenen und der Wirtsimmun-
abwehr verursacht werden (van der Poll und Opal 2008).

Die Hyperinflammation kann laut einer Studie von Shields et al. von 2011
durch sogenannte korpereigene RAMPs (resolution-associated molecular
patterns) begrenzt bzw. beendet werden, indem den inflammatorischen
Effekten von exogenen PAMPs (pathogen-associated molecular patterns)
und endogenen DAMPs (damage-associated molecular patterns) entge-
gengewirkt wird (Shields et al. 2011). PAMPs sind evolutionar konservier-
te, nicht redundante mikrobielle Molekule, welche mittels PPRs (pattern
recognition receptor) vom Wirtsimmunsystem erkannt werden und so eine
angeborene Immunreaktion triggern konnen (Janeway 1989). DAMPs hin-
gegen sind endogene Moleklle, welche bei zellularem Stress, Insult oder
Nekrose schnell freigesetzt werden und zu einer Gewebsentziindung fih-
ren konnen (Matzinger 2002).

Eine grol3e Bedeutung fur die Pathogendisseminierung und Verursachung
von schwerer Sepsis, haben dabei die Faktoren Erregervirulenz,
Infektionsdosis und Infektionsfokus. Sie beeinflussen wesentlich, ob Pa-
thogene die angeborenen und erworbenen immunologischen Abwehrme-
chanismen durchbrechen konnen (van der Poll und Opal 2008). Allerdings
ist bisher ein Groldteil dieser Pathogen-Host Interaktionen nur unzu-
reichend erforscht, so dass sich bei genauerer Aufklarung moégliche An-

satze fur eine kausale, erregerspezifische Therapie ergeben kdnnten.

Pneumonie als haufiger Ausloser einer Sepsis

Haufigste infektiose Foki bei Patienten mit schwerer Sepsis in den USA
und Europa sind Atemwegsinfektionen, gefolgt von intra-abdominellen
Infektionen (Martin et al. 2003, Engel et al. 2007, Blanco et al. 2008).
Streptococcus pneumoniae ist die Hauptursache von ambulant erworbe-

nen Pneumonien (Ortqvist et al. 2005). Dabei entwickeln bei schwerer
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Auspragung einer CAP fast 50% der Patienten septische Komplikationen
(Dremsizov et al. 2006). Diese weisen bis zu 50%ige Mortalitatsraten auf
und sind in Abhangigkeit von Risikofaktoren, wie Alter und Vorerkran-
kungen, zu betrachten (Leroy et al. 1995, Ewig und Torres 2002, Kaplan et
al. 2002).

Es handelt sich bei den Erregern (Pneumokokken = S. pneumoniae) um
Polysaccharidkapseln-bildende Gram-positive Diplokokken, welche, be-
sonders bei Kindern, asymptomatisch in der physiologischen Flora des
Nasopharynx vorkommen kénnen (Shouval et al. 2006). Pneumokokken
sind in der Lage vom Infektionsort aus zu disseminieren und verursachen
neben Pneumonie aulRerdem Otitis media, Meningitis und Bakteriamie
(Paterson und Orihuela 2010). Uber 90 verschiedene Serotypen werden
anhand der Polysaccharidkapselantigene unterschieden, von denen nur
eine begrenzte Zahl pathogene Eigenschaften besitzt (McGee et al. 2001).
Friher wurde die Polysaccharidkapsel, welche das Bakterium primar vor
Phagozytose durch Makrophagen schutzt, als wichtigster Virulenzfaktor
der Pneumokokken angesehen, da kapsellose Pneumokokken apathogen
sind (Kalin 1998). Heutzutage jedoch gelangen weitere Proteine als Viru-
lenzfaktoren in den Fokus, die direkte Wirkungen auf das Gewebe des
Wirtes haben bzw. der Verbergung der korperfremden Bakterienoberflache
vor dem Wirtsimmunsystem dienen (Jedrzejas 2001). Diese sind unter
anderem Hyaluronidasen, Neuraminidase A und B, Autolysine (Lock et al.
1988), Pneumokokken-Oberflachenprotein A (McDaniel et al. 1991),
Pneumokokken-Oberflachenadhasin A (Sampson et al. 1994) und
Pneumolysin (Feldman et al. 1991). In Tab. 1 sind wichtige Virulenzfakto-

ren mit ihren Funktionen fur den Erreger dargestellt.
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Tab. 1: wichtige Virulenzfaktoren von Pneumokokken mit ihren Funktionen

erstellt nach dem Review: ,Streptococcus pneumoniae : virulence factors and variation”
(Mitchell 2010)

Virulenzfaktor Funktion

Schutz vor Phagozytose durch
Makrophagen
membrancholesterolabhangige
Wirtszelllyse

Zerstorung der extrazellularen Matrix
=> Disseminierung

Freilegung potentieller Bindungsstellen
fur Adhasion

Degradierung der Bakterienzellwand,
Pneumolysinfreisetzung

Polysaccharidkapsel

Pneumolysin (PLY)

Hyaluronidase (Hyl)

Neuraminidasen (NanA, NanB)

Autolysine (LytA, LytB, LytC)

Pneumokokken-Oberflachenantigen A Adhision an E-Cadherin

(PsaA)

Pneumokokken-Oberflachenproteine Adhasion, Faktor H Bindung

(PspA, PspC) => |nhibition des Komplementsystems
Pneumokokken-Adharenz und Fibronectinbindung

Virulenz-faktor A (PavA) => Adhésion an endotheliale Zellen
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase | Plasminogenbindung

und Enolase => erleichterte Membranmigration

Adhasion,

Pneumokokken Pili Kommunikation zwischen Pneumokokken

Pneumolysin (PLY) nimmt unter diesen Virulenzufaktoren eine bedeutende
Rolle ein. Es handelt sich um einen multifunktionellen Virulenzfaktor, wel-
cher entscheidend zur intrapulmonalen Disseminierung in der friihen Pa-
thogenese einer S. pneumoniae Infektion beitragt (Marriott et al. 2008).
Durch seine zytotoxische Wirkung auf respiratorisches Epithel und En-
dothel, zerstort PLY pulmonale Gewebsbarrieren, welche als mechanische
Erregerabwehr dienen (Steinfort et al. 1989, Rayner et al. 1995). Zudem
wird ein Alveolarodem gebildet, das wichtige Substrate fur das Bakterien-
wachstum liefert und somit die weitere Invasion und systemische Ausbrei-
tung der Pneumokokken erleichtert (Rubins und Janoff 1998). Durch direk-
te inhibitorische Effekte auf Chemotaxis und bakterizide Wirkungen von

neutrophilen Granulozyten und Monozyten sowie durch Aktivierung des
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Komplementsystems wird auf3erdem die immunlogisch gesteuerte bakteri-
elle Clearance aus Interstitium und Blut gestort (Rubins und Janoff 1998).
Das 53kDa grof3e Protein konnte in nahezu allen klinischen Pneumokok-
kenisolaten nachgewiesen werden (Kalin et al. 1987, Paton et al. 1993)
und wird aus dem Cytoplasma nach Autolyse durch Autolysine oder mogli-
che aktive Sezernierung freigesetzt (Balachandran et al. 2001).

PLY gehort zudem zur Gruppe der Cholesterol abhangigen Zytolysine
(cholesterol-dependent cytolysins, CDC), die als Virulenzfaktoren patho-
gener Gram-positiver Bakterien wirken (Jedrzejas 2001). Nach Bindung
am Cholesterol der Wirtszellmembran werden, ahnlich dem MAC (mem-
brane attack complex) des Komplementsystems, aus wasserldslichen
PLY-Monomeren groRe Transmembranporen aus 30-50 PLY-Einheiten
polymerisiert, die schlie3lich zur Zytolyse fuhren (Rubins und Janoff 1998,
Kelly und Jedrzejas 2000, Gilbert 2010). Dabei ist eine Pneumolysin be-
dingte Lyse ohne Cholesterolkomponente in der Wirtszellmembran nicht
moglich (Watson et al. 1972, Andrew et al. 1997). In vitro Studien und in
vivo Studien an Mausen zeigten zudem, dass die Gabe von freiem Cho-
lesterol eine Stérung der zytolytischen Effekte von PLY zur Folge haben
kann (Nollmann et al. 2004, Weber et al. 2012).

AuRerdem ist das Wirtsimmunsystem in der Lage, Pneumolysin Uber den
Pattern Recognition Receptor TLR4 zu erkennen (Malley et al. 2003,
Srivastava et al. 2005). Pneumolysin spielt somit eine ambivalente Rolle
fur Wirtsreaktion: zum einen als pathogenitatsvermittelnder Virulenzfaktor
und zum anderen als PAMP, der die schutzende angeborene Immunreak-

tion auslésen kann (Marriott et al. 2008).

Es existieren zahlreiche Modelle fir Pneumokokkensepsis, darunter die
intranasale- oder intratracheale Instillation (Bergeron et al. 1998, Moine
und Mazoit 1999) und das Niedrigdosis Aerosolmodell (Nuermberger et al.
2005). Andonegui et al. zeigten, dass intratracheale Inokulation von
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S. pneumoniae im murinen Modell nicht nur zu Pneumonie, sondern auch
zur Bildung eines MODS fuhrt, auch in dem Falle, dass nur wenigen
Pneumokokken die Invasion ins Blut gelingt. Dieses Modell ist damit ge-
eignet fUr die Untersuchung der Progression von einer Pneumonie zu ei-
nem septischem MODS (Andonegui et al. 2009).

Sekundare Peritonitis als zweithaufigster Fokus bei schwerer Sepsis
Die sekundare Peritonitis als zweithaufigster infektioser Fokus bei Patien-
ten mit schwerer Sepsis ist definiert als die Invasion des sterilen Peritone-
alraumes mit Mikroorganismen nach Perforation des Gastrointestinaltrak-
tes (Calandra und Cohen 2005). Haufige Ursachen sind Divertikulitis,
Appendizitis und Anastomoseninsuffizienz nach chirurgischen Interventio-
nen (Marshall 2004). Aufgrund der Pathogenese handelt es sich in der
Regel um eine polymikrobielle Infektion (Brook 2008). Die Letalitat
schwankt dabei zwischen 5% in Geringrisikogruppen und 90% in Hochrisi-
kogruppen mit einer durchschnittlichen Letalitat von 18% (Koperna und
Schulz 1996, Evans et al. 2001).

Die sekundare Peritonitis lasst sich im septischen Kontext durch das PCI-
Modell (Peritoneal Infection and Contamination) an Ratten und Mausen
simulieren (Gonnert et al. 2011). Dabei fuhrt eine, in den Peritonalraum
gespritzte, Suspension humaner Faeces zu einer polymikrobiellen sekun-
daren Peritonitis, welche sich zu einer progressiven Multiorgandysfunktion
weiterentwickelt (Bauhofer et al. 2002, Gonnert et al. 2012).

Die Rolle der Leber bei Sepsis
Bei Sepsis spielt die Leber eine Schlusselrolle fur die Abwehrmechanis-
men des Wirtes (Arias et al. 1988). Neben Hepatozyten kommen drei wei-

tere nicht parenchymale Zelltypen in den Lebersinusoiden vor: Kupf-
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fer-Zellen, sinusoidale endotheliale Zellen und Ito-Zellen (Kmiec 2001).
Eine wichtige Rolle spielen dabei die Kupffer-Zellen: Sie sorgen fiur die
Bakterienclearance im Organ, die Inaktivierung bakterieller Produkte und
Produktion aber auch Entfernung inflammatorischer Mediatoren (Cerra
1987). Sie sind in der Lage Bakterien sowie Endotoxine am Ubertritt in die
systemische Zirkulation zu hindern und stellen damit einen primaren Ab-
wehrmechanismus gegen portale Bakteriamie und Endotoxin-amie dar
(Ulevitch et al. 1979, Katz et al. 1991).

Hepatozyten dagegen kdnnen ihren Stoffwechsel Uber Rezeptoren flr pro-
inflammatorische Cytokine an die Begebenheiten einer Entziindungsreak-
tion anpassen, in dem sie die Gluconeogenese und die Aminosaureauf-
nahme steigern und aul3erdem die Synthese und Freisetzung von Akut-
Phase Proteinen sowie Gerinnungs- und Komplementfaktoren erhéhen
(Dhainaut et al. 2001).

Im Rahmen von Sepsis kommt es in der Leber als stoffwechselaktivstes
Organ aber auch zu Schadigungen. Eine primare Dysfunktion entsteht in
den ersten Stunden der septischen Progression durch Schock und Leber-
hypoperfusion, welche zu Einschrankungen der Leberfunktion mit disse-
minierter intravasaler Gerinnung und haufigen Blutungskomplikationen
fuhrt (Bankey 1992). Die sekundare Dysfunktion hingegen bildet sich
durch eine Uberreaktion der adaptiven Wirtsantwort, welche eine Akkumu-
lation an proinflammatorisch aktiven Zellen und Mediatoren verursacht und
in einem erheblichen Kollateralschaden der Lebersinusoide munden kann
(Cerra et al. 1979). Durch diese Prozesse kann es zu einer Translokation
von Bakterien, Endotoxinen und inflammatorischen Mediatoren in den sys-
temischen Kreislauf kommen und somit kann zu einer Entstehung oder
Aufrechterhaltung des Multiorganversagens beigetragen werden (Spapen
2008).

Eine Studie von Baratta et al. untersuchte die zellulare Organisation der

murinen Leber und ergab, dass das Organ Lebern anderer Saugetiere
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gleicht und daher als Tiermodell fur Untersuchungen zur Leberstruktur und

Funktion geeignet ist (Baratta et al. 2009).

Cholesterolbiosynthese und ihre Regulation

Im Kontext der beobachteten Einschrankung der Lebersinusoidsgewebs-
barriere bei Sepsis ist eine nahere Betrachtung der Cholesterolbiosynthe-
se von Bedeutung, welche mal3geblichen Einfluss auf die Membranintegri-
tat von Zellen hat (Yeagle 1985). Observationsstudien zeigen, dass Sepsis
mit Multiorganversagen oft mit einer Senkung der Cholesterollevel einher-
geht (Fraunberger et al. 1999, Chiarla et al. 2004). Die Auspragung der
Hypocholesterolamie kombiniert mit einer gleichzeitigen Erhohung des
CRP-Spiegels (C-reaktives-Protein) korreliert dabei mit der Schwere der
Akute-Phase Reaktion und der Wahrscheinlichkeit der Entwicklung septi-
scher und metabolischer Dekompensation (Chiarla et al. 2004, Chiarla et
al. 2010). Da diese Korrelation fur alle drei Beobachtungszeitpunkte (Auf-
nahme in die ITS; 2 Tage nach Aufnahme; Entlassung/Tod des Patienten)
in der Studie vom Memis et al. konsistent war, kénnte der Befund, Hy-
pocholesterolamie und erhdhte CRP-Konzentration, bei schwerer Sepsis
als hilfreicher Pradiktor zur Erkennung von Hochrisikopatienten genutzt
werden (Memis et al. 2007). Die hier beschriebenen Beobachtungen wur-
den allerdings unabhangig vom Infektionsfokus gemacht und genauere
kausale Zusammenhange zwischen Hypocholesterolamie, Infektionsfokus
und Prognose sind noch nicht ausreichend erforscht.

Cholesterol ist nicht nur ein wichtiger Bestandteil fur die Architektur und
Funktion von Zellmembranen, sondern dient auch als Grundbaustein fur
die Biosynthese von Vitamin D, von Steroidhormonen und von Gallensau-
ren (Rodriguez-Acebes et al. 2009). Es ist aus Acetat-Einheiten aufgebaut

und wird bevorzugt in der Leber gebildet.
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In den ersten Schritten im Cytosol verknupft die Thiolase zwei Molekile
Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA und durch Kondensation mit einem weite-
ren Acetyl-CoA entsteht B-Hydroxy-p-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Im
nachsten Schritt wird HMG-CoA im endoplasmatischen Retikulum (ER)
durch die HMG-CoA-Reduktase (Hmgcr) unter Verbrauch von zwei Mole-
kilen NADPH zu Mevalonat reduziert. Diese irreversible Reaktion ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Cholesterolbiosynthese und die
HMG-CoA-Reduktase fungiert als Schlusselenzym (Miziorko 2011). Die
weiteren Reaktionen finden hauptsachlich in den Peroxysomen statt. Hier
reagiert Mevalonat durch die Mevalonat-Decarboxylase (Mvd) zu 5-
Phosphomevalonat. Die folgenden  Syntheseschritte = umfassen
Phosphorylierungen mittels Kinasen, Decarboxylierung zZu
Isopentenylpyrophosphat als aktive Isopren-Einheit und nachfolgende
Umsetzung zu Geranyldiphosphat und durch Farnesyldiphosphat-
Synthetase (Fdps) zu Farnesyldiphosphat. AnschlieRend entsteht im
glatten endoplasmatischen Retikulum in einer Kopf-Kopf Kondensation
Squalen (Miziorko 2011). Im gleichen Zellkompartiment wird Uber ein
reaktives Zwischenprodukt Lanosterol gebildet, welches schliellich in 19
aufeinanderfolgenden Reaktionen Uber die direkte Vorstufe Desmosterol
zu Cholesterol umgewandelt wird (Avigan und Steinberg 1961). Die
Bedeutung von Cholesterol fur den Organismus wird durch die
Energiebilanz dieses Prozesses unterstrichen: Fir die Synthese eines
Cholesterolmolekils werden Energiedaquivalente in Form von Acetyl-CoA
verbraucht, welche bei vollstandiger oxidativer Phosphorylierung ca. 180
ATP Molekule ergeben wurden (Brown und Goldstein 1986, Goldstein und
Brown 1990, Stark 2003).

Von grolRer Bedeutung fur die Anpassung der Biosyntheseaktivitat an die
Bedurfnisse des Zellstoffwechsel ist die komplexe transkriptionelle
Regulation des Schlisselenzyms der Cholesterolbiosynthese HMG-CoA-
Reduktase (Abb. 1).
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Abb. 1: Darstellung der transkriptionellen Regulation der HMG-CoA-Reduktase

Diese vereinfachte Darstellung wurde adaptiert nach Goldstein et al. 2002.

Erlauterung: siehe Text.
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Eine wichtige Rolle spielen dabei sterol regulatory element binding pro-
teins (SREBPs), welche als Vorlauferproteine in die Membran des glatten
ER eingebaut werden (Brown und Goldstein 1997, Horton et al. 2002). Zur
SREBP Familie in der Leber gehoren die Isoformen SREBP-1a, SREBP-
1c und SREBP-2: SREBP-1a und SREBP-1c werden durch das Gen
Srebf1 kodiert und beeinflussen vor allem die Fettsaure-, Phospholipid-
und Triglyceridsynthese (Horton et al. 1998). SREBP-2 hingegen wird
durch Srebf2 kodiert und beeinflusst hauptsachlich die Cholesterolbiosyn-
these (Horton et al. 2002, Rodriguez-Acebes et al. 2009). Dabei sind die
Wirkungen der SREBP-Isoformen nicht auf einen Stoffwechselweg festge-
legt und Uberschneiden sich teilweise (Shimano et al. 1997).

Die SREBP Prakursorproteine binden direkt nach ihrer Synthese an das
Membranprotein Scap (SREBP cleavage-activating protein, Transkript:
Scap) (Sakai et al. 1997). Ist Cholesterol in den Zellmembranen aufge-
braucht, vermittelt Scap den Transport des SREBP Komplexes mit Hilfe
von COPII (coat protein complex Il) -umhullten Vesikeln vom ER zum Gol-
gi Apparat (Aridor et al. 1998, Antonny et al. 2001, Barlowe 2002). Darauf-
hin erfolgt im Golgi-Apparat die sequentielle Spaltung der Prakursor-
SREBPs durch Site-1- und Site-2 Proteasen, unter Freisetzung der N-
terminalen Domane des Proteins, welche dem aktivierten Transkriptions-
faktor SREBP entspricht (Espenshade et al. 1999, Zelenski et al. 1999).
Dieser gelangt in den Zellkern, bindet an die spezifische Nukleotidsequenz
der SREs (sterol regulatory elements) in der Promotorregion der Zielgene
und aktiviert so unter anderem die Transkription der HMG-CoA-Reduktase
(Brown und Goldstein 1999).

Steigt der Cholesterolgehalt in der ER Membran an, flhrt dies zu einer
Konformationsanderung von Scap, so dass nun eine Bindung an die An-
kermembranproteine des ER Insig-1 und Insig-2 (Produkte der insulin-
induced Gene 1 und 2) ermdglicht wird. Diese Interaktion verhindert die

Bildung von Transportvesikeln zum Golgi-Apparat und letztlich die
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Freisetzung des maturierten SREBP Transkriptionsfaktors (Goldstein et al.
2002, Sun et al. 2005). Die beschriebene Inhibition funktioniert nur dann,
wenn sowohl genugend Cholesterol als auch genugend am SREB-Scap
Komplex stabilisiertes Insig vorhanden ist (Goldstein et al. 2006). Insig-1
und Insig-2 unterscheiden sich in der Regulation ihrer Genexpression:
Insig1 mRNA wird nur bei Anwesenheit des aktiven Trankskriptionsfakor
SREBP im Zellkern gebildet und degradiert, wenn es nicht an Scap ge-
bunden ist, innerhalb von 30 min (Mohn et al. 1991, Gong et al. 2006).
Insig2 hingegen wird auf niedrigem konstitutivem Niveau unabhangig von
SREBP exprimiert und hat eine wesentlich langere Halbwertszeit (Yabe et
al. 2002, Lee und Ye 2004, Gong et al. 2006).

Zusatzlich zu Regulation der Transkription existiert fur die HMG-CoA-
Reduktase ein weiterer Mechanismus: Bei Akkumulation von Cholesterol
und seinen Zwischenprodukten kommt es zu einer beschleunigten Degra-
dierung (Skalnik et al. 1988). Das Enzym bindet in diesem Falle in der ER-
Membran an Insig und wird nach Ubiquitinylierung sowie Extraktion aus
der Membran im Proteasom mit einer Halbwertszeit von einer Stunde ab-
gebaut (siehe Abb. 1) (Gil et al. 1985, Sever et al. 2003, Song et al. 2005).
Die Effekte von Sterolen auf Scap und HMG-CoA-Reduktase werden Uber
ihre sterol-sensing Domanen vermittelt, welche in beiden Fallen durch
Konformationsanderung bei Anwesenheit von Sterolen die Bindung an
Insig bewirken (Yang et al. 2000, Sever et al. 2003). Die Konsequenzen
sind auferst unterschiedlich: Wahrend Scap im ER verbleibt, wird HMG-
CoA abgebauit.

Die hier dargestellten Zusammenhange implizieren die Notwendigkeit ei-
ner Untersuchung harter Parameter der Wirtsreaktion auf Cholesterolbio-
syntheseebene in definierten Modellen fur haufige Infektionsfoki mit spezi-
fischen Erregerspektren, fur ein besseres Verstandnis spezifischer

adaptiver Wirtsreaktionen bei Sepsis.
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2 Zielsetzung

In einer vorangegangenen pangenomischen experimentellen Studie im
Mausmodell zeigte sich eine differentielle Veranderung der Regulation der
Cholesterolbiosynthese bei S. pneumoniae induzierter Pneumonie mit ei-
nem Sepsis verursachenden, hochvirulenten Serotyp (S2) und einem
Lobarpneumonie verursachenden, niedrigvirulenten Serotyp (S19) sowie
bei gemischt, Grampositiv-Gramnegativer Peritonitis (Weber 2009).
Folgende Arbeitshypothesen wurden aufgestellt:

Die Regulation der Cholesterolbiosynthese ist eine adaptive Wirtsreaktion
der Leber bei Sepsis und ist dabei wesentlich vom Infektionsfokus und
dessen Erregerspektrum abhangig. Durch Interaktion mit Pneumolysin
stellt die selektive Induktion der Cholesterolbiosynthese bei Pneumonie
einen Pathogen-spezifischen, protektiven Wirtszellmechanismus gegen
die Progression einer Lobarpneumonie zur Sepsis dar. Bei polymikrobieller
Peritonitis liegt diese Induktion nicht vor.

Zur Uberpriifung dieser Hypothesen soll eine Analyse der Regulation der
Cholesterolbiosynthese im murinen Lebergewebe fur die zwei haufigsten
Infektionsfoki bei Sepsis, S. pneumoniae-Pneumonie (durch Pneumokok-
ken unterschiedlicher Virulenz) und polymikrobielle Peritonitis, erfolgen.
Auf Ebene des Transkriptoms werden mittels RTq-PCR die flur die Regula-
tion der Cholesterolbiosynthese entscheidenden Transkriptionsfaktoren
und Enzyme untersucht. Diese Daten werden auf Ebene des Metaboloms
durch die Konzentrationen der Synthesezwischenprodukte (Lanosterol,
Desmosterol) sowie des Endproduktes Cholesterol in Lebergewebe und
Plasma erganzt und anschlie3end in einer integrativen Datenanalyse aus-
gewertet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen konnen einen wichtigen
Beitrag zur Erklarung eines Pathomechanismus auf Ebene der adaptiven
Wirtsreaktion der Cholesterolbiosynthese mit einer moglichen klinischen

Relevanz leisten.
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3 Material und Methodik

3.1 Studiendesign

Es handelt sich in der vorliegenden Arbeit um eine tierexperimentelle
randomisierte Studie bestehend aus zwei gewichtsadaptierten experimen-

tellen Gruppen:

1. Pulmonale Infektion mit S.pneumoniae durch intratracheale Instilla-
tion von 1,0 x 10° KBE pro Maus (siehe Abb. 2 und Abb. 3)
Folgende Serotypen des Erregers wurden verwendet:

- Serotyp 2 D39 (hochvirulent, sepsisausldsend)

- Serotyp 19 EF3030 (niedrigvirulent, lokale Pneumonie)

- Serotyp 19 EF3030 pneumolysindefizienter Stamm

- Serotyp 3 A66.1 (hochvirulent, Sepsis innerhalb kirzester Zeit)
- Serotyp 3 6303 (niedrigvirulent, Bakteriamie)

2. Polymikrobielle Peritonitis, gemischt Gram-positiver und Gram-
negativer Pathogene, durch intraperitoneale Injektion einer huma-
nen Faeces-Suspension von 5,5 x 108 KBE pro Maus (Abb. 4).
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Abb. 2: vereinfachte Einordnung der Erregervirulenz im Pneumoniemodell

Der Farbcode entspricht der Darstellung im Ergebnisteil.

Eine weitere Enteilung der Gruppen erfolgte entsprechend den Organent-
nahmezeitpunkten mit Euthanasie 6h und 24h nach Infektion. Zur Abgren-
zung von Effekten, die rein durch die experimentelle Prozedur der Infekti-
on bedingt sind, wurde fur beide Modelle eine Scheinbehandlungsgruppe
(,sham®) mitgefuhrt. Die Versuchstiere dieser Gruppen wurden, wie die
Tiere der Infektionsgruppen, prinzipiell den gleichen experimentellen Ab-
laufen unterzogen und bekamen statt der Bakteriensuspensionen nur die
Tragersubstanz (Todd-Hewitt Broth bzw. physiologische Kochsalzlésung)
verabreicht. Es wurden aul3erdem Lebern von unbehandelten Tieren in die
Studie einbezogen, um eventuelle Stalleffekte zu identifizieren.

Stalleffekte sind Unterschiede in der Genexpression von Versuchstieren,
die trotz formal gleicher Bedingungen durch die Aufzucht in verschiedenen
Laboratorien auftreten konnen. Das experimentelle Design ist in den fol-
genden beiden Abbildungen dargestellt (Abb. 3 und Abb. 4.)
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S2 D39 Pneumonie- naiv
6h n=5 Modell n=2
24h n=5
$19 EF3030 Sham (THB)
6h n=10 6h n=4
24h n=9 24h n=4
S19 EF3030 S3 A66.1 S3 6303
APLY 6h n=5 6h n=5
6h n=5 24h n=5 24h n=5
24h n=5

Abb. 3: Darstellung der Behandlungsgruppen bei S. pneumoniae - induzierter
Pneumonie

Die jeweiligen Bezeichnungen der S.pneumoniae Serotypen, die Scheinbehandlung mit
Todd-Hewitt Broth [,sham (THB)“] und unbehandelte Tiere [,naiv*] sind dick gedruckt. Die
Organentnahme erfolgte zum Zeitpunkt von 6h und 24h nach Infektion. Fir jede Gruppe
wurde fur die beiden Zeitpunkte die Anzahl ,n“ der Versuchstiere gekennzeichnet.

Peritonitis-
Modell
Faeces ip. Sham (NaCl) naiv
6h n=18 6h n=6 n=2
24h n=19 24h n=6

Abb. 4: Darstellung der Behandlungsgruppen im PCI-Modell (polymikrobielle Peri-
tonitis)

Fur jede Behandlungsgruppe wurde die Anzahl der in dieses Experiment eingegangenen
Versuchstiere fiir die Entnahmezeitpunkte 6h und 24h nach Infektion mit ,n“ angegeben.
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3.2 Tierexperimente

Die Tierexperimente an der Maus erfolgten fur die beiden untersuchten
Modelle in verschiedenen Laboratorien: Die Induktion der Pneumokokken-
Pneumonie (Kapitel 3.2.2) mit nachfolgender Organentnahme wurde im
Labor der Experimentellen Pneumologie der Medizinischen Hochschule
Hannover unter der Leitung von Prof. Dr. Ulrich A. Maus durchgefiihrt und
die Induktion der polymikrobiellen Peritonitis (Kapitel 3.2.3) fand in den
Experimentierraumen des Infektionstierhauses 5 am Forschungszentrum
Jena-Beutenberg in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Martina Weber und
Herrn Benedikt Acht statt.

Die Versuche wurden nach Genehmigung durch die lokalen Tierschutzbe-
hérden, dem Thdiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Ver-
braucherschutz und dem Niederséchsischen Landesamt fiir Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit, durchgefuhrt.

3.2.1 Versuchstiere

Fur die Tierexperimente wurden weibliche, 8 Wochen alte Wildtyp-Mause
des Stammes C57BL/6 Jackson (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) mit
einem Gewicht von 16 — 20g verwendet. Die Haltung der Tiere erfolgte in
einer je einer separaten Einheit des Infektionstierhauses 5 (Forschungs-
zentrum Beutenberg, Jena) sowie des zentralen Tierlabors der Medizini-
schen Hochschule Hannover unter vergleichbaren standardisierten Rah-
menbedingungen. Bei 20-24°C Raumtemperatur, einer relativen
Luftfeuchte von 50-60% sowie einem festen Tag-Nacht-Zyklus von je 12h
hatten alle Tiere freien Zugang zu autoklavierter, pelletierter Standardnah-
rung und autoklaviertem, angesauertem Wasser (pH 2,5 — 3,0). Es wurden
ausschlieBlich Tiere mit normalem Fress- und Putzverhalten in die Versu-

che aufgenommen.
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3.2.2 S.pneumoniae-induzierte Pneumonie

Zur intratrachealen Instillation der in Abschnitt 3.1 genannten Serotypen
von S. pneumoniae wurden die Tiere mittels intramuskularer Injektion von
Rompun (Xylazinhydrochlorid, Bayer Vita GmbH, Koéln, Deutschland) und
Ketamin (Ketavet®, Pfizer Tiergesundheit, Berlin, Deutschland) anasthe-
siert. Anschliefend wurden die Tiere intubiert (Tubus: 26G Abbocath®, Ab-
bott, Wiesbaden, Deutschland) und die endotracheale Instillation von
S.pneumoniae (10° KBE/Maus) bzw. eines aquivalenten Volumens (50pul)
des Kulturmediums Todd-Hewitt Broth (THB, Difco Laboratories, Augs-
burg, Deutschland) bei den sham-Tieren durchgefuhrt. Die Tiere wurden
nach dem Erwachen aus der Narkose weiter, wie unter Kapitel 3.2.1 be-

schrieben, bis zur Euthanasie versorgt.

3.2.3 Polymikrobielle Peritonitis

Nach lokaler Spruhdesinfektion wurden den Versuchstieren 200ul einer
humanen Faeces-Suspension intraperitoneal mit einer Kanule (20G, Steri-
can 100, Braun, Melsungen, Deutschland) in den linken unteren Quadran-
ten des Abdomens injiziert. Die Suspension wurde aus 50ul Ausgangs-
Faeces (Tab. 2) und 150ul steriler physiologischer Kochsalzlosung
(Fresenius, Bad Homburg v.d.H., Deutschland) hergestellt und ergab eine
Infektionsdosis von 5,5 x 108 KBE in 200ul. Dieses Tiermodell simuliert
eine polymikrobielle Peritonitis (Lorenz et al. 1994, Bauhofer et al. 2002,
Gonnert et al. 2011, Gonnert et al. 2012), wie sie beispielsweise nach Per-
foration des Colons bei Divertikulitis auftreten kann. Die Letalitat in die-
sem Modell lag bei durchschnittlich 70% pro 24h. Den Mausen der sham-
Gruppe wurden 200yl einer sterilen physiologischen Kochsalzlésung ohne

Faeces-Suspension gespritzt.
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Tab. 2: Bakterielle Zusammensetzung der verwendeten humanen Faeces

Es wurden humane Faeces Proben flinf gesunder Nicht-Vegetarier gepoolt und die Kolo-
niezahlen durch das Institut fir Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums
Jena ermittelt. Angabe in der Koloniezahl in Kolonie bildenden Einheiten pro Milliliter
(KBE/ml)

obere Tabelle: Einteilung nach Bakterienspezies

untere Tabelle: Einteilung nach Ubergeordneter Gruppe

Bakterienspezies

Koloniezahl [KBE/ml]

Escherichia coli

4,8 x 105

G Streptokokken 2x 105
Enterokokken 5x10°
Klebsiella oxytoca 5x104
Peptostreptokokken 3,6 x 107
Veillonella 3,2x107
Bacteroides 4,1x107
Pervotella 1x 108
Gesamtkeimzahl 1,11 x 108

Ubergeordnete Gruppen

Koloniezahl [KBE/ml]

Aerobier 1,23 x 108
Anaerobier 1,1x 108

Gram-positiv 3,67 x 107
Gram-negativ 7,45 x 107

3.2.4 Euthanasie und Organentnahme

Die Euthanasie zur Organentnahme erfolgte durch intraperitoneale Gabe
einer letalen Ketamindosis (200ul pro Tier; Ketavet® 1:1 verdinnt mit phy-
siologischer Kochsalzlésung) im PCI-Modell oder durch Isoflurantberdo-
sierung (Baxter, UnterschleiRheim, Deutschland) im Pneumoniemodell.
Nach Uberpriifung der Narkosetiefe durch Test des Lidreflexes erfolgte die
Laparotomie und Eréffnung des Peritonealraumes mit Praparation und

Punktion der Vena cava caudalis zur Blutenthahme. Zur Entnahme
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wurden mit 200ul PAXgene Reagenz (PreAnalytix®, Qiagen, Hilden,
Deutschland) vorbereitete Spritzen verwendet. Aufierdem wurden Lungen,
Herz, Leber, Nieren und die Milz steril entnommen, geteilt und jeweils ein
Teil in 2,0ml Kryordhrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren und an-
schlieBend bei -80°C zur spateren RNA-Isolation sowie proteomischen
Analysen gelagert. Der zweite Teil wurde in 4%iger Paraformaldehyd-
I6sung fur 24h zur weiteren histologischen Aufarbeitung fixiert. Im Rahmen
dieser Arbeit fanden ausschlieBlich schockgefrorene Leberproben sowie
vorher entnommene Blutproben weitere Verwendung. Die Ubrigen Organe
und die Proben zur histologischen Aufarbeitung sind Gegenstand anderer

Untersuchungen und werden in dieser Arbeit nicht diskutiert.

3.3 Pra-PCR-Analytik

3.31 RNA-Isolation aus Lebergewebe

Die Isolation wurde im RNA-Labor des Tierhaus 5, Forschungszentrum
Beutenberg, Jena, nach dem Protokoll ,Purification of total RNA from Ani-
mal Tissues“ des RNeasy Mini Kits von Qiagen® (Hilden, Deutschland)
durchgefuhrt. In Rahmen der vorgelegten Arbeit wird RNA ausschliel3lich
aus Lebergewebe, welches bei -80°C gelagert wurde, isoliert. Im gesam-
ten molekularbiologischen Teil wurde eine Negativkontrolle ohne Leber-
gewebe mitgefuhrt um systematische Fehler im Ablauf auszuschlie3en.
Die Leberproben wurden unter einer Sicherheitswerkbank mittels Ein-
wegskalpellen (Dahlhausen®, Koln, Deutschland) auf maximal 30mg zu-
geschnitten (Feinwaage: Sartorius®, Gottingen, Deutschland). Hierbei
wurden als Unterlage, auf Trockeneis gesetzte, Petrischalen (Tissue Cul-
ture Dishes, Greiner Bio-one®, Kremsmiinster, Osterreich) verwendet, um
die Wirkung von RNasen wahrend des Zuschneidens zu minimieren. Vor

diesem Schritt ist der Lysepuffer aus 10,0ul B-Mercaptoethanol
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pro ml RLT-Puffer des RNeasy Kits vorzubereiten.

Die geschnittenen Proben wurden sofort in, mit 600ul RLT-Buffer gefullte,
2,0ml Safe-Lock Tubes der Firma Eppendorf® (Hamburg, Deutschland)
gegeben und nach Zugabe von je einer 5mm Stahlkugel der Firma
Retsch® (Haan, Deutschland) mit Hilfe des TissuelLysers (Qiagen®, produ-
ziert von Retsch, Haan, Deutschland) fur 4min bei 30Hz mechanisch auf-
geschlossen.

Das Homogenisat wurde daraufhin mit Stahlkugel auf Trockeneis durchge-
froren, um beim nachsten Arbeitsschritt eine Gleichbehandlung der Proben
sicherzustellen. Nach Abpipettierung des Lysats in 1,5ml Spitzboden-
Tubes (Sarstedt®, Nimbrecht, Deutschland) erfolgte eine drei-minltige
Zentrifugation bei 13000xg (Biofuge® Fresco, Heraeus®, Hanau, Deutsch-
land) zur Entfernung von Zelltrimmern. Die RNA des Uberstands wurde
daraufhin vollautomatisiert im QIAcube (Qiagen®, Hilden, Deutschland)
nach dem Protokoll ,Large Sample for animal tissues and cells” fur das
RNeasy Mini Kit, extrahiert. Im Gerat wird den Proben 70%iger Ethanol
hinzugefligt, um eine selektive Bindung der RNA an die Saulenmembran
zu ermdglichen. Uber Zentrifugationsschritte mit den Waschpuffern ,Buffer
RW1* und ,Buffer RPE“ werden Kontaminationen ausgewaschen. Im letz-
ten Schritt wird die RNA in RNAase freiem Wasser eluiert. Wahrend nach-
folgender Untersuchungen wurde die gewonnene RNA ausschlieBlich in
Eiswasserbad stehend verarbeitet, um die Gefahr des Verdaus der RNA

Zu verringern.

3.3.2 Qualitatssicherung der isolierten RNA

3.3.2.1 Konzentrationsbestimmung / Kontaminationskontrolle

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am Spektrophotometer ND-1000
(NanoDrop Technologies®, Wilmington, USA) im Tierhaus 5, Beutenberg
Campus in Jena. Jede Probe wurde vor der Messung mit einer 20ul Pipet-
te gemischt und in 2-3-fach Bestimmung vermessen. 1,5ul Probe pro
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Messung wurden zwischen zwei fiberoptische Fasern gebracht. Durch
Oberflachenspannung bildet sich eine Bricke der Probe zwischen beiden
Fasern, so dass mittels eines gepulsten Xenon-Lasers der Lichtdurchtritt
im Sample durch das Spektrometer erfasst werden kann. Die Auswertung
erfolgte mit der Software des Gerates: ND-1000 v3.71. Neben der RNA-
Konzentration bei 260 nm werden die Quotienten der Absorptionswerte bei
260 nm/280nm und 260 nm/230nm ermittelt.

260/280: zeigt mogliche Kontaminationen durch Proteine, Phenole und
andere Stoffe die bei 280 nm absorbieren. Quotienten um 2,0 sind allge-
mein als ,rein“ fir RNA akzeptiert. Werte kleiner als 1,5 indizieren eine
starke Verunreinigung, welche die nachfolgenden Untersuchungen un-
gunstig beeinflussen kann.

260/230: Dieser Quotient ist ein sekundares Merkmal fur die Reinheit der
Nukleinsaureprobe und erfasst niedermolekulare Verunreinigungen mit
z.B. Puffersubstanzen und Detergentien. Im Idealfall liegen die Werte zwi-
schen 1,8 und 2,2. Samtliche gemessenen Quotienten lagen bei Werten
von ca. 2, waren aber nie kleiner als 1,7. So konnten alle RNA Proben un-
eingeschrankt in folgende Analysen mit einbezogen werden. Die Lagerung

bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80°C.

3.3.2.2 RNA Qualitatskontrolle

Die Beurteilung der RNA-Qualitat ist der erste kritische Schritt, um aussa-
gekraftige Genexpressionsdaten zu ermdglichen, da die Verwendung von
RNA mit niedriger Qualitat die Ergebnisse nachfolgender Experimente er-
heblich storen kann (Fleige und Pfaffl 2006). Ein messbarer Einfluss der
RNA Integritat auf die Variation von Referenzgenen wurde bereits nach-
gewiesen (Vermeulen et al. 2011). Die Qualitatskontrolle erfolgte mit Hilfe
automatisierter Elektrophorese des Experion® Systems (Bio-Rad Laborato-
ries®, Hercules, USA) nach Kurzprotokoll des ,RNA Standard Sens Kit“ im
Forschungszentrum Lobeda. Diese auf Mikrokapillarelekrophorese



Material und Methodik 23

basierende Methode zeichnet sich durch geringe bendtigte RNA-Mengen
aus und ist weitestgehend nutzerunabhanging. Damit wird eine hohe Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse erreicht (Imbeaud et al. 2005). Die zu
untersuchenden Proben werden in einen Gel tragenden Chip pipettiert und
durch ein elektrisches Feld der GroRe nach aufgetrennt. Durch einen inter-
calierenden Farbstoff werden die RNA Fragmente in einer laseroptischen
Messung erfasst.

Zur Vorbereitung wurden je 2,0ul Aliquots der Proben auf eine einheitliche
Ausgangskonzentration verdinnt (z.B. 300ng/ul), um im Elektrophoresegel
eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. Danach wurden je 2,0ul dieser
Verdunnungen und 1,3yl des RNA Ladders bei 70°C fur 2min denaturiert,
um Sekundarstrukturen aufzuschlie3en, und anschliefend auf Eis abge-
schreckt.

Nach Priming des Elektrophoresechips und Pipettieren der Proben in die
entsprechenden Sample Wells erfolgte die Elektrophorese laut Protokoll
des Herstellers.

Die RNA-Integritat lasst sich zum einen Uber die Scharfe der ribosomalen
18S und 28S Banden der Elektrophorese (Abb. 5) und zum anderen Uber
den RQI (RNA Quality Indicator) bestimmen. Dabei nutzt die Software des
Gerates einen Algorithmus, welcher die Elektropherogramme der unter-
suchten RNA-Proben mit einer Reihe von standardisierten, degradierten
RNA-Proben vergleicht. Ein Wert von 1 entspricht hierbei stark degradier-
ter RNA und ein Wert von 10 einer vollig intakten RNA.

Wie in Abb. 5 ersichtlich, zeigten sich in der Elektrophorese des Experion
Systems jeweils zwei prominente, scharf abgegrenzte Banden, welche der
ribosomalen 28S RNA und 18S RNA entsprechen. Als diffuses Banden-
muster sind mMRNA Molekule unterschiedlicher Lange zu erkennen. Da alle
detektierten Banden eine definierte Form aufweisen und nicht verschmie-
ren, kann von einer guten bis sehr guten RNA-Integritat ausgegangen

werden. Aulerdem lagen die RQI-Werte minimal bei einem Wert von 6,5.
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Damit konnten alle RNA-Proben uneingeschrankt in weiterflihrenden Ana-

lysen verwendet werden.
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Abb. 5: Qualititskontrolle durch RNA-Gelelektrophorese mit Experion®

Die reprasentative Abbildung zeigt das Bandenmuster von 10 RNA-Proben und des
Standardladders L (Nukleotidanzahl links angegeben). Es zeigen sich klar definierte 28S
und 18S-rRNA Banden ohne Verschmieren, so dass von strukturell einwandfreier RNA
ausgegangen werden kann. mRNA zeichnet sich durch blassere Banden ab. Dargestellte
Dreiecke bei 50.0 Nukleotiden sind Indikatoren fiir die korrekte Messung des Systems.

3.3.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgte mit dem RevertAid® First Strand cDNA
Synthesis Kit von Fermentas® (St. Leon-Rot, Deutschland). Die Proben
wurden auf eine RNA Menge von 1,5ug in 9,8ul DEPC Wasser verdunnt.
AnschlielRend erfolgte die Herstellung des Prainkubationsmix flr alle zu

synthetisierenden c-DNA-Proben aus folgenden Komponenten:

Tab. 3: Komponenten zur Herstellung des Prainkubationsmix

Komponente Volumen pro Reaktion
Oligo (dT)18 1,2ul

Random Hexamer 1,0ul




Material und Methodik 25

Die Proben wurden mit je 2,2ul dieser Mischung versetzt, im Peltier
Thermo Cycler (Bio-Rad®, Miinchen, Deutschland) 5min bei 65°C inku-
biert. (ProGramm: Main\Ferm65) und anschlielend mind. 2min auf 4°C
abgekuhlt. Dieser Schritt bewirkt die Denaturierung der RNA-Strange der
Proben und der hinzugegebenen Primer (Oligo(dT)1s, Random Hexamer),
um in der nachfolgenden Maininkubation eine bessere Bindung der rever-

sen Transkriptase an das Template zu ermoglichen.

Tab. 4: Komponenten zur Herstellung des Maininkubationsmix

Komponente Volumen pro Reaktion
5 x Reaction Buffer 4.,0ul
dNTP (10mM) 2,0yl
RiboLock RNase Inhibitor (20u/pul) 1,0ul
Revert AID RT (200u/pl) 1,0ul

Vom hergestellten Maininkubationsmix (Tab. 4) werden je 8,0ul in die
Sampletubes gegeben und durch wiederholtes Aufziehen mit einer 20yl
Pipette gemischt.

Die Inkubation erfolgte im Thermocycler in folgendem Schritten:
(ProGramm: Main\FermRT)

1. 5min bei 25°C

2. 60min bei 42°C

3. 5min bei 70°C

4. mind. 2min bei 4°C
Im zweiten Schritt bindet die Reverse Transkriptase an den RNA-Strang im
Sample und synthetisiert basenkomplemenar einen Tochterstrang aus

dNTPs, gleichzeitig baut die RNase H Aktivitat den RNA-Matrizenstrang zu
Oligonukleotiden ab.



Material und Methodik 26

Laut Hersteller schitzt der hinzugefliigte RNase Inhibitor die Quell-RNA
zuverlassig vor Degradationen bei Temperaturen bis zu 55°C. Im dritten
Schritt erfolgt die Inaktivierung der RNA-abhangigen DNA-Polymerase bei
70°C. Fur nachfolgende Berechnungen wird von der Annahme
ausgegangen, dass bei der reversen Transkription die RNA vollstandig in
c-DNA umgeschrieben wurde, damit liegen c-DNA-Proben mit einer Kon-
zentration von 75ng/ul vor (1,5ul auf 20,0ul). Da fur die nachfolgende Gen-
expressionsanalyse via RTg-PCR c-DNA Samples in 5ng/ul Konzentratio-
nen bendtigt werden, wurden die Proben im Verhaltnis 1:15 mit RNFW
verdinnt. Aullerdem wurde ein cDNA Pool aus Aliquots von je 5,0ul pro
cDNA-Probe hergestellt, welcher zur Primeretablierung genutzt wurde
(Kapitel 3.4.2). Daraufhin wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung
bei -20°C gelagert.

3.4 Real-Time-quantitative-PCR

Die RTqg-PCR ist eine 1992 entwickelte molekularbiologische Methode zur
Amplifizierung von Nukleinsauren, die zusatzlich in Echtzeit eine quantita-
tive Analyse der PCR-Produkt Menge ermdglicht (Higuchi et al. 1992). Sie
gilt als Goldstandard fir die Validierung von Microarraystudien (Canales et
al. 2006). Die in dieser Arbeit verwendete Methodik nutzt den inter-
calierenden Farbstoff SYBR® Green, dieser bindet mit hdherer Affinitat an
dsDNA, als an einstrangige Nukleinsauren und zeigt dies durch ein starke-
res Fluoreszenzsignal an. Die gemessene Fluoreszenz korreliert dabei
direkt mit der Menge an hergestellten PCR-Produkten in jedem Zyklus. Da
der Farbstoff sequenzunabhangig bindet, kbnnen Primer Dimer Artefakte
sowie Amplifizierungsfehler zur gemessenen Fluoreszenz beitragen und
somit Fehlerquellen darstellen (Zipper et al. 2004). Eine hohe Primerquali-
tat und Spezifitat ist damit Voraussetzung flr aussagekraftige Genexpres-

sionsdaten.
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3.4.1 Primerdesign

In Vorbereitung der RTg-PCR werden Primer benotigt, welche spezifisch
an die Transkripte der zu untersuchenden Gene binden und so eine spezi-
fische Analyse auf Genexpressionsniveau moglich machen.

Die Transkriptsequenzen und splicing-Varianten der Zielgene wurden mit
Hilfe des Ensembl Genome Browsers (http://www.ensembl.org/index.html)
ermittelt und anschlie®end erfolgte das Design der Primer mittels Primer3
Software unter http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ (Rozen und Skaletsky
2000). Da ein Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit vorangegange-
nen Mirco-Array Studien angestrebt wird, wurden die Primersequenzen im
Transkript moglichst auf oder in unmittelbarer Nahe der, vom Array ver-
wendeten, Sondensequenzen der Zielgene platziert. Die Vorschlage der
Primer3 Ausgabe wurden anschliellend einer Qualitatskontrolle unterzo-
gen. Mittels Oligo Analyzer (http://eu.idtdna.com/analzer/applicatons/oligo-
analyzer, Integrated DNA Technologies®, Coralville, USA) wurde die Bil-
dung von Sekundarstrukturen, wie Haarnadelschleifen sowie von Homo-
und Heterodimeren, geprift. Sind diese Strukturen zu stabil, wird der
Primer wahrend der PCR in seiner Bindung an den Matrizenstrang gestort
und verfalscht damit die Genexpressionsanalyse. Die BLAST-Analyse
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) vergleicht die Basensequenz des
Primerpaares mit einer Sequenzdatenbank der Zielspezies und identifiziert
Sequenzen mit dhnlicher Basenabfolge. Mit Hilfe dieser Uberpriifung Iasst
sich abschatzen, inwieweit zusatzliche unspezifische PCR-Produkte ent-
stehen konnen. Primer, die den geforderten Qualitatsstandards nicht ent-
sprachen, wurden verworfen.

Die geeigneten Primerpaare wurden bei biomers.net (UIm, Deutschland)
bezogen und laut Herstellerprotokoll mit RNFW auf 100pmol/ul eingestellt.
Aus diesen Primerstocklosungen wurde daraufhin ein Primermix aus 20pl
forward-Primer, 20ul reverse-Primer und 960ul DEPC-Wasser fur die Ver-

wendung in der RTg-PCR hergestellt und bei -20°C gelagert.



Material und Methodik

28

Tab. 5: Basensequenzen der verwendeten Primer

Sequenzen der forward und reverse Primer sowie Produktlangen von potentiellen Refe-
renzgenen (Actb, Hmbs, Hprt1, Gusb) und Zielgenen (Hmgcr, Mvd, Fdps, Scap, Insig1,
Insig2, Srebf1, Srebf2) fir die Spezies mus musculus

Primer- forward-Primer (5'—3') reverse-Primer (5'—3') Produkt
name (bp)
m_Actb GCTCTTTTCCAGCCTTCCTT CGGATGTCAACGTCACACTT 92
m_Hmbs | GAAATCATTGCTATGTCCACCA | GCGTTTTCTAGCTCCTTGGTAA 98
m_Hprt1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 94
m_Gusb GAAACCCGCCGCATATTAC CCCCAGGTCTGCATCATATT 109
m_Hmgcr| ACTGAACTGAAGCGCGGGCA | GCCAGAAACCAAGCAGGGGTGT 127
m_Mvd CTTCCAGCACTCCAGACA CGCTTAGATGGTTACTGAGG 96
m_Fdps GCCCCTGCCCCCATCCATCT CCTCCCTCCCAGCCTCTCCAAT 90
m_Scap CGGGATAGCTGCGGAGGTGG AGAGGGAAGGCGGTGGAGGC 142
m_Insig1 GAGTCCCCGAACCCGAGCAC GGCTCCGCTGCACCAAGTCG 102
m_Insig2 | CGTGGCGGTGTTCGTGGGTAT |CAGTGCAGCCAGTGTGAGGGAA 88
m_Srebf1| ATAGCCAGGTCAAAGCCCAGCG ATGCCCCAGCCGAAAAGCGA 133
m_Srebf2| AGGCAGGCGACCAGGAAGAAGA | ACCTGAGCACGGAACTGCTGGA 129

3.4.2 Primeretablierung

Neu bestellte Primer und Primer potentieller Referenzgene wurden auf
ihre Funktion bei Reaktionsbedingungen vor Ort getestet.

Zuerst erfolgte eine Gradienten-PCR mit dem iCycler (Bio-Rad Laboratori-
es®, Hercules, USA), um die optimale Annealing Temperatur der Primer-

paare zu ermitteln. Dafur wurden PCR-Ansatze aus cDNA-Pool Proben
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(siehe Kapitel 3.3.3) und ,RT? SYBR® Green qPCR Mastermix“ (Qiagen®,
Hilden, Deutschland) analog Kapitel 3.4.3 hergestellt. Anschlieend wur-
den die zu untersuchenden Primer und ihre Negativkontrollen (Target ist
DEPC-behandeltes Wasser statt cONA) bei sechs verschiedenen Tempe-
raturen (62.0/61.2/60.3/59.0/58.1/57.0°C) getestet. Dabei zeigte sich das
beste Primerbindungsverhalten bei 60,3°C, so dass folgende PCR-
Reaktionen bei einer Annealingtemperatur von 60,0°C durchgefuhrt wer-
den konnten.

Im Rotor-Gene Experiment zur Etablierung, in dem jeder Primer mit dem
cDNA-Pool bzw. DEPC-Wasser-Proben getestet wurde (Ablauf siehe Ka-
pitel 3.4.3), bestatigte sich die optimale Annealing-Temperatur von 60,0°C.

3.4.3 Experimentelles Setting
Ein kompletter PCR-Ansatz (20,0ul) besteht aus:

— 10,0pl Brilliant Il SYBR® Green qRT-PCR Master Mix (Agilent
Technologies, La Jolla, USA)

— 5,0ul Primermix (forward- und reverse Primer)

— 5,0ul Sample (cDNA)

Reagenzien und Proben wurden vor Verwendung auf Eis aufgetaut und
durch Nutzung des Vortexers (Vortex Genie 2, Scientific Industries,
Bohemia, New York, USA) und Abzentrifugation homogenisiert. Zur Zu-
sammenstellung der PCR-Ansatze wurde der Pipettierroboter Corbett
CAS-1200 (Qiagen®, Hilden, Deutschland) mit der Steuersoftware ,CAS
Robotics4 v4.9.1“ genutzt. Maximal 72 PCR-Ansatze kdnnen pro Pipettier-
lauf erstellt werden und darauf hin in einer RTq-PCR analysiert werden. Es
wurde angestrebt in einem RTg-PCR-Lauf, einen Primer mit allen relevan-
ten Proben zu amplifizieren, um Fehler in der Analyse durch Abweichun-
gen zwischen den Laufen zu gering zu halten. Da 121 Proben pro

Primermix vermessen wurden, erfolgte die Aufteilung auf zwei PCR-
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Laufreihen. Pro Primermix wurde eine Wasserkontrolle mitgefuhrt, welche
statt der cONA-Probe DEPC-behandeltes Wasser enthielt. Dies diente der
Uberprifung der Qualitat des Primermix, da trotz rechnerischer Analyse
,Selfpriming“-Ereignisse nie ganz ausgeschlossen werden kdnnen.
CAS-1200 stellt pro Primer einen Gesamtmastermix her, bestehend aus
Primermix und RTg-PCR Master Mix, der bereits alle weiteren Reagenzien
fur die RTq-PCR enthalt (RT-PCR Puffer, MgCl2, Nukleotide [GA,U,C],
SureStart Tag DNA-Polymerase, SYBR Green and Stabilisierer) und gibt
diesen zu den 5,0ul, aus Lebergewebe gewonnenen, cDNA-Proben.
Damit wird jeder Primermix je einmal mit der c-DNA aller Proben
(=Versuchstiere) hybridisiert.

Direkt nach Fertigstellung der Pipettierung erfolgt die Vermessung der bis
zu 72 PCR-Ansatze im real-time qPCR Cycler Corbett Rotor-Gene 6000

(Qiagen®, Hilden, Deutschland) nach folgendem Reaktionsprotokoll.

Tab. 6: Temperatur und Zeitprotokoll der real-time quantitativen PCR

Schritt | Reaktionsbedingungen | Funktion

1 95 °C, 10min Hitzeaktivierung der DNA-Polymerase

2 95°C,15s Denaturierung von cDNA und Primern

3 60°C, 30s Primerannealing

4 72°C, 30s Elongation

5 50 Zyklen, Wdh. Schritte 2-4 | Amplifizierung der PCR Produkte

6 57°C, 90s Vorbereitung der Schmelzkurvenanalyse
7 57°C — 95°C, +0.5°C je 3s | Schmelzkurvenanalyse

Je 10 PCR-Produktproben pro Primermix wurden bei -20°C fur die weitere
Verwendung in Standardkurven zur Primereffizienzbestimmung eingefro-
ren (Kapitel 3.4.7), die restlichen PCR-Produkte wurden verworfen.

Zur Quantifizierung von Abweichungen zwischen mehreren PCR-Laufen

wurde ein Inter-PCR-Kontroll-Ansatz genutzt. Hierfir wurde ein
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cDNA-Pool (Kapitel 3.3.3) mit dem Primermix fur Gapdh nach obigem
Schema in jeder PCR mitgemessen, zudem wurden Messungen von drei
Proben (H1-H3) in beiden zeitlich getrennten Laufreihen doppelt vermes-
sen. Die festgestellten Differenzen zwischen den Ct-Werten beider Lauf-
reihen belaufen sich auf einen Mittelwert von 0,16 mit einer Standardab-
weichung von 0,44. Die Inter-PCR-Kontrolle liegt bei Ct = 12,14 (+/- 0,20).
Damit sind die Abweichungen tolerierbar, so dass ein Vergleich von Ct-
Werten zwischen verschiedenen PCR-Laufen maoglich ist.

3.4.4 Bestimmung von Ct— Werten

Fir die Berechnung der Genexpressionsveranderungen mittels relativer
Quantifizierung werden Ct — Werte, sogenannte ,threshold cycles®, beno-
tigt. Das gemessene Fluoreszenzsignal der Real-Time-g-PCR zeigt einen
dreiphasischen Verlauf: In der ersten Phase der Amplifikation ist die Temp-
latemenge begrenzt und es wird nur ein langsamer Anstieg der Fluores-
zenz beobachtet. Die darauf folgende Phase zeigt einen exponentiellen
Anstieg des Signals durch optimale Reaktionsbedingungen. Die Pla-
teauphase schliefdlich zeigt nur noch einen schwachen Fluoreszenzan-
stieg, da hier die Quantitat der Produkte Uberwiegt und Edukte zum gro-
Ren Teil aufgebraucht sind (Pfaffl 2001). Der Ct — Wert eines
Reaktionsansatzes wird Uber einen Grenzwert fur die gemessene Fluores-
zenzintensitat am Anfang der exponentiellen Phase ermittelt und ent-
spricht dem PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant
uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

Um verschiedene Messungen miteinander vergleichen zu konnen, wird
stets derselbe Grenzwert verwendet. FlUr die Quantifizierung in dieser
Arbeit wurden die Ct-Werte bei einem ,threshold“ von 10-".° Norm. Fluoro.
(normalized fluorescence) ermittelt.

Abhangig von der Primereffizienz wird in jedem PCR-Zyklus annahernd

eine Verdoppelung der PCR Produktmenge erreicht, welche sich durch die
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proportional zur Produktmenge verhaltende Fluoreszenzintensitat zeigt.
Uber diesen Zusammenhang lassen sich anhand des Ct — Wertes Riick-

schllUsse uber die Ausgangsmenge des gesuchten Transkriptes ziehen.
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Abb. 6: Ermittlung von Ct-Werten

Reprasentative Darstellung der Fluoreszenzentwicklung zweier Behandlungsgruppen in
der Real-Time-g-PCR. Es sind im Peritonitismodell Scheinbehandlungsgruppe (sham)
und Peritonitisgruppe (PCl) zum Beobachtungszeitpunkt 24h fir das Transkript Hmgcr
dargestellt. Die rote Linie entspricht dem Grenzwert von 10-".° Norm. Fluoro. (normalized
fluorescence). An deren Schnittpunkt mit den Fluoreszenzkurven werden die Ct-Werte fur
jede Probe (=Versuchstier) abgelesen.

3.4.5 Schmelzkurvenanalyse

Nach der Amplifikationsphase (Tab. 6) wird die Temperatur langsam und
kontinuierlich von 72°C auf 95°C erhdht und eine Schmelzkurve aufge-
nommen. Sobald die Schmelztemperatur Tm erreicht ist, bei der das gebil-
dete PCR-Produkt denaturiert und sich in zwei DNA-Einzelstrange auf-
spaltet, wird der SYBR Green-Farbstoff schlagartig freigesetzt und es zeigt
sich eine Abnahme der Fluoreszenz. Die doppelstrangige DNA der spezifi-

schen PCR-Produkte hat einen hoheren Schmelzpunkt, als unspezifisch
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entstehende Primerdimere, somit lassen sich Aussagen Uber die Spezifitat
der Reaktion treffen. Da die untersuchten PCR-Produkte in der Analyse je
nur einen prominenten Peak zeigten, kann von einer zu vernachlassigen-

den Bildungsrate unspezifischer PCR-Produkte ausgegangen werden.

3.4.6 PCR-Produkt Uberpriifung durch Gelelektrophorese

Zusatzlich zur Schmelzkurvenanalyse wurden die amplifizierten Fragmen-
te nach Abschluss der Real-Time-g-PCR mittels DNA-Gelelektrophorese
auf die erwartete Basenpaaranzahl sowie auf die Bildung von zusatzli-
chen, unspezifischen PCR-Produkten Uberprift. Es wurden 2,0ul PCR-
Produkt eingesetzt, mit DEPC behandeltem Wasser auf 6,0ul Volumen
eingestellt und nach Zugabe von jeweils 2,0ul Ladepuffer Orange G in die
Taschen eines 2%igen DNA-Gels, versetzt mit SYBR Green | zur Visuali-
sierung, gegeben. Als Grolienstandard diente der GeneRuler™ 100bp
ready-to-use DNA Ladder von Fermentas® (St. Leon-Rot, Deutschland),
von dem 1,0pl Volumen in die Kammer gegeben wurde. Die Gel-
elektrophorese erfolgte lichtgeschutzt fur 1,5h bei 80V in 1x TAE Elektro-
phoresepuffer und wurde anschlieBend am UV-Transilluminator (Herolab®,
Wiesloch, Germany) mit der Software ,E.A.S.Y Win32“ (Herolab®, Wies-
loch, Germany) dokumentiert und ausgewertet.

Dabei waren die ermittelten Produktlangen mit den erwarteten Basenpaar-
zahlen des Herstellerdatenblattes konsistent (Tab. 7). Aufderdem zeigten
sich im Gel keine Hinweise auf unspezifische Konkurrenzreaktionen, so
dass alle verwendeten Primer uneingeschrankt fur die Analyse der
Genexpression geeignet sind (Abb. 7).
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Tab. 7: Gegeniiberstellung der PCR-Produktlangen des Herstellerdatenblattes und
der Gelelektrophorese

Angabe der Produktlange in Basenpaaren (bp)

Gel- Produktldnge in bp
taschen- Transkript
nummer Datenblatt | Electrophorese
1 Mvd 96 99
2 Hmgcr 127 127
3 Scap 142 148
4 Fdps 90 99
5 Gusb 109 120
6 Hprt1 94 101
7 Insig1 100 101
8 Insig2 88 92
9 Srebf1 133 130
10 Srebf2 129 125
11 Actb 92 97
12 Hmbs 98 102
¢ Y V- % A 5
R & o @ @@ @ F &L
ws  — 200 bp
,--_-,__""'_._ « | 100bp

Abb. 7: Gelelektrophorese der PCR-Produkte zur Qualitatssicherung

Dargestellt sind die Elektrophoresemuster der untersuchten Transkripte und der potentiel-
len Referenzgene. Standard ist ein 100bp Ladder rechts. Angabe der Produktldnge in
Basenpaaren (bp)



Material und Methodik 35

3.4.7 Primereffizienzbestimmung durch Standardkurven

Jeweils funf PCR-Ansatze pro Primermix wurden nach der Probenvermes-
sung mittels Real-Time-g-PCR (siehe Kapitel 3.4.3) gepoolt und die so
erhaltenen 100ul PCR-Produkt Volumina mit dem QI/Aquick PCR Purifica-
tion Kit von Qiagen® (Hilden, Deutschland), dem Protokoll des Herstellers
folgend, aufgereinigt. Im ersten Schritt wird die cDNA an die Saulenmem-
bran gebunden, es folgt das Auswaschen von Verunreinigungen durch
Buffer PE Waschpuffer. In Schritt drei schlieBlich wird die aufgereinigte
cDNA in 30ul Elutionspuffer gelost.

AnschlielRend erfolgte die Quantifizierung der cDNA am NanoDrop ND-
1000 mit DNA-spezifischen Messeinstellungen (NanoDrop Technologies®,
Wilmington, USA) und die Verdlinnung der Proben mit DEPC Wasser auf
10ng/pl.

Die aufgereinigten PCR-Produkte dienten als Ausgangsmaterial fur seriel-
le Verdinnungen im Verhaltnis 1:10 mit Endkonzentrationen von 1pg/ul,
100fg/pl, 10fg/ul, 1fg/ul, 100ag/ul, 10ag/ul und 1ag/ul. Pro Verdinnungs-
stufe wurden jeweils 5,0l als ,template” in eine weitere Real-Time-g-PCR
mit den entsprechenden Primerpaaren (z.B. Hmgcr fw-/rv-Primer bei
Hmgcr- PCR-Produkt usw.) eingesetzt und die Ansatze, wie bereits be-
schrieben, zusammenpipettiert (Kapitel 3.4.3), amplifiziert (Tab. 6) und
analysiert (Kapitel 3.4.4 und 3.4.5). Jede Konzentrationsstufe wurde in
Dreifachbestimmung vermessen (Abb. 8) und die ermittelten Ct-Werte in
Abhangigkeit von der halblogarithmischen Konzentration des PCR-
Produktes aufgetragen. So erhalt man eine abfallende lineare Funktion,
aus deren negativem Anstieg die Effizienz E des jeweiligen Primerpaares

berechnet werden kann. Verwendet wird folgende Formel (Pfaffl 2001):

E = 10—1/Anstieg
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Primereffizienzen werden fur die relative Quantifizierung (Kapitel 3.5.2)
bendtigt und dienen aullerdem der Kontrolle der Primerqualitat. Dabei ist
zu berucksichtigen, dass durch Standardkurven ermittelte Effizienzen im-
mer etwas hdher ausfallen als die realen Effizienzen der Primer, da hier
von idealisierten Reaktionsbedingungen ausgegangen wird: Die Matrize
fur den Primer ist sein aufgereinigtes PCR-Produkt und daher ist die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Verunreinigungen und stérenden
Fremdtranskripten minimiert. Die Effizienzen wurden mit Hilfe der Analyse-
funktion fur Verdinnungsreihen der Rotor-Gene 6000 Software (Qiagen®,

Hilden, Deutschland) ermittelt.
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Abb. 8: Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der Primereffizienz

Reprasentative Darstellung der Fluoreszenzentwicklung bei Verdiunnungsreihen. Hier
wird das PCR-Produkt fir Mvd 7fach im Verhaltnis 1:10 mit Endkonzentrationen von
1pg/ul (1), 100fg/pl (2), 10fg/ul (3), 1fg/ul (4), 100ag/ul (5), 10ag/pl (6) und 1ag/ul (7) ver-
dinnt und amplifiziert. Anschlielend werden die Ct-Werte der Verdinnungen am Grenz-
wert von 10-.0 Norm. Fluoro. (normalized fluorescence, rote Linie) abgelesen.
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3.5 Post-PCR-Analytik

3.5.1 Referenzgen-Analyse mit geNorm und Normfinder

Referenzgene, sogenannte ,Housekeeper®, sind konstitutiv exprimierte
Gene, die in allen kernhaltigen Zellen fur die Aufrechterhaltung des Zell-
basisstoffwechsels bendtigt werden. Damit sind sie theoretisch
unabhangig von der Versuchstierbehandlung wahrend der Experimente
immer gleich stark exprimiert und stellen so einen geeigneten Vergleichs-
wert fur die Normalisierung der Genexpressionsdaten zur relativen Quanti-
fizierung dar (Thellin et al. 1999, Foss et al. 1998).

In vorangegangenen Studien zeigte sich aber, dass ein und dasselbe Gen
je nach experimentellem Vorgehen eine konstante Expression zeigen oder
einer deutlichen Regulation unterliegen kann (Bas et al. 2004, Gilsbach et
al. 2006). Daher ist es fur aussagekraftige Ergebnisse erforderlich, dass
fur jedes Experiment die Expressionsstabilitat von vorzugsweise mehreren
Referenzgenen validiert wird und ausschlieRlich ein Panel stabil exprimier-
ter Gene fur die Normalisierung der Genexpressionsdaten aus Real-Time-
g-PCR Versuchen herangezogen werden (Huggett et al. 2005).

Die in anderen Untersuchungen flr murines Gewebe genutzten ,Hous-
ekeeper Actb, Hmbs, Gusb und Hprt1 (Tatsumi et al. 2008, Sieber et al.
2010) wurden fur die Versuchsbedingungen im Rahmen dieser Arbeit auf
Stabilitdt der Expression uberprift. Dies wurde durch eine Analyse der
gemessenen Ci+-Werte der potentiellen Referenzgene mit Hilfe der VBAs
geNorm und NormFinder fur Microsoft Excel realisiert.

Das geNorm ProGramm (Vandesompele et al. 2002) errechnet einen Ex-
pressionsstabilitatswert M aus der mittleren paarweisen Abweichung des
Genes von allen anderen untersuchten Genen. Durch schrittweisen Aus-
schluss des Gens mit dem jeweils hochsten M-Wert, wird das Paar von
zwei Referenzgenen mit der stabilsten Expression ermittelt. Dieser Algo-

rithmus geht von der Annahme aus, dass keine Koregulation vorliegt
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(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/geNorm_manual.pdf).

Die VBA Normfinder wurde zusatzlich genutzt, da sie neben der neben der
Einschatzung der Gesamtvariation aller untersuchten Gene, auch eine
Analyse der inter- und intra Gruppen-Expressionsvariation ermdglicht
(http://www.mdl.dk/Files/Normfinder_documentation_v19.pdf). Dieser Algo-
rithmus ist weniger anfallig fur fehlerhafte Interpretationen durch Co-
Regulation von ,Housekeepern®.

Da beide Berechnungsmodelle Ausgangsdatensatze auf linearem Skalen-
niveau bendtigen, wurden die detektierten Ct-Werte mittels der komparati-
ven Ct-Methode (Livak und Schmittgen 2001) nach folgender Formel in

Expressionsquantitaten umgerechnet.

ACtyer (control —sample )
ef )

Qrel = (Er

Die relative Expressionsquantitat (Qrer) wird gebildet aus der Primereffizi-
enz des Referenzgenes in der Basis und der Differenz der Ct-Werte des
arithmetischen Mittels der unbehandelten Tiere und des Werts des behan-
delten Tieres im Exponenten. Qrel wird fir jedes behandelte Tier separat

berechnet.

3.5.2 Relative Quantifizierung

Fur die Beurteilung der Genexpressionsveranderungen zwischen behan-
delten und unbehandelten Versuchstieren wurde die Methode der relativen
Quantifizierung nach Pfaffl genutzt (Pfaffl 2001).

ACtigrger (control —sample )

(Evarget )
(Eref )

ratio = ACtyef (control —sample )
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Hier wird jedes der zu untersuchenden Zielgene (target) im Zahler relativ
zur Bezugsgruppe der Referenzgene (ref) im Nenner betrachtet, um eine
Hoch- bzw. Herabregulation der Zielgene im Vergleich zu erkennen.
Dieses Verhaltnis wird fir jede Probe einzeln berechnet.

Ausgehend von der Primereffizienz des zu untersuchenden Zielgenes
(Etarget) und der Differenz der Ct-Werte von Referenz (control) und der jew.
Probe des behandelten Tieres (sample) wird der Zahler der Gleichung be-
rechnet. Als Referenz (control) diente das arithmetische Mittel der Ct-
Werte der beiden unbehandelten Versuchstiere. Dieser Wert wurde flr
Pneumonie- und Peritonitismodell separat berechnet.

In den Nenner der Pfaffl-Formel gehen die Referenzgene (ref) zur Norma-
lisierung der Daten ein. Es wurden nur die ,Housekeeping“-Gene genutzt,
die in der vorhergehenden Analyse die beste Eignung zeigten (Kapitel
3.5.1). Die Berechnung erfolgte zunachst analog der fur den Zahler be-
schriebenen Vorgehensweise separat fur alle getesteten Referenzgene.
Fur jede Probe wurde ein Normalisierungsfaktor durch Berechnung des
geometrischen Mittels aus den drei stabilsten Referenzgenen gebildet
(Vandesompele et al. 2002). Durch dieses Vorgehen werden quantitative
Schwankungen und maogliche Ausreilder besser toleriert, als bei Verwen-
dung nur eines Referenzgenes. Es wurde fur beide Mausmodelle je eine
andere Referenzgenkombination zur Normalisierung verwendet, da es in
der Stabilitat der Transkription modelspezifische Unterschiede gab.
Anschlielend wurden die Daten logz-transformiert, so dass eine Hochre-
gulation durch ein positives Vorzeichen und eine Herabregulation durch
ein negatives Vorzeichen zu erkennen ist, auRerdem sind so aquidistante
Skalenniveaus in Darstellungen mdglich. Im Ergebnisteil werden die trans-

formierten Daten als logz-Fold Changes bezeichnet.
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3.5.3 Statistische Auswertung

Die logz-transformierten Daten wurden zunachst mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Anpassungstest auf Normalverteilung getestet. Es zeigte sich,
dass im Peritonitismodell nicht von normalverteilten Daten ausgegangen
werden kann. Zur relativ geringen Menge an Versuchstieren, wiesen die
Daten teilweise eine starke Streuung auf, daher wurden in Folge fur beide
Modelle robustere nicht-parametrische Tests angewandt.

Die folgende Analyse mit dem Kruskal-Wallis-Test diente der Untersu-
chung, ob sich zwischen allen Behandlungsgruppen signifikante Unter-
schiede in der Genexpression des untersuchten Zielgenes nachweisen
lassen.

War das Ergebnis signifikant verschieden, so wurde der Mann-Whitney-U-
Test angewandt, welcher zwei Gruppen vergleicht und testet, ob sie einer
Grundgesamtheit angehoren. Der Vergleich wurde jeweils von der sham-
Gruppe zur behandelten Gruppe zum Beobachtungszeitpunkt von 6h oder
24h nach Infektion durchgefihrt. Flr Aussagen zur Genexpressionsveran-
derung werden die im Mann-Whitney-U-Test ermittelten Signifikanzen her-
angezogen.

Alle Tests wurden mit dem ProGramm SPSS 19 (IBM Corporation, Ehnin-
gen, Deutschland) durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden als exakte Signi-
fikanzen ausgegeben und bei einem Niveau von a < 0,05 als statistisch
signifikant gewertet. Da die Daten bereits normalisiert waren und nur fur
geringe Gruppenstarken vorlagen, wurde keine a-Adjustierung durchge-
fuhrt.
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3.6 Gewinnung und Auswertung der Metabolomdaten

Die in diesem Abschnitt beschriebene Prozedur wurde in Zusammenarbeit
mit Dr. Martina Weber durchgefuhrt. Die Organe der Infektions- und
Scheinbehandlungsgruppen fur die Beobachtungszeitpunkte 6h und 24h
wurden mit Hilfe eines Gefrierspann Systems (freeze-clamp), in dem die
Proben aufgespannt und in flissigem Stickstoff schockgefroren wurden,
vorbereitet.

Aus der Vena cava caudalis entnommene Blutproben wurden in Lithium-
Heparin Monovetten gegeben und 6min bei 4.600g zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde das Plasma abpipettiert und bei -80°C gelagert.

Zur Aufbereitung der Gewebeproben fur die Analyse wurde das
TargetIDQ® Services Kit (Biocrates Life Sciences®, Innsbruck, Osterrreich)
genutzt. Schockgefrorene Leberproben wurden in 2,0ml Precellys Tubes
mit Keramikkugeln (Peglab Biotechnologie GmbH®, Erlangen, Deutsch-
land) eingewogen und danach wurde diesen Tubes eine LOsung aus
10mM Ethanol und Phosphat Puffer 85:15 (EtOH/PB) in einem Verhaltnis
von 1:3 zugegeben. Die anschlieRende Lyse des Gewebes erfolgte im
Precellys24 Homogenizer® (Peqglab Biotechnologie GmbH®, Erlangen,
Deutschland) unter einer Temperatur von 0-4°C mit folgendem Programm:
5800rpm, 3x30s (Anzahl und Dauer der Zyklen), 25s (Pause zwischen den
Cylces). Abschlieend wurden die Homogenisate bei 18.000g und 2°C fur
5min zentrifugiert, die resultierenden Uberstdnde abpipettiert, in Kryo-
GefalRe gegeben (1,5 ml, Biozym, Oldendorf, Germany) und zeitnah
analysiert, um Degradierung der Analyte zu vermeiden.

Lanosterol und Desmosterol wurden anschlieend durch reversed phase
LC-ESI-MS/MS quantitativ analysiert. Die Probenvorbereitung von 20uL
homogenisiertem Gewebe bzw. Plasma beinhaltet: Protein Prazipitation
mit 200uL Acetonitril; Hydrolyse durch Hinzugeben von 100uL 0.35M Kali-
umhyroxid in 95% Ethanol fur 2h; Auswaschen (3x200 yL H20) um das

Hydrolysereagenz zu entfernen und schliellich Extraktion durch
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100ul Methanol(aq.). Die Analyse erfolgte anschlieliend von je 20uL der
Proben-Extrakte durch die LC-ESI-MS/MS Methode. Die hochselektive
Detektion wurde mittels des 4000 Q Trap® Tandem-Massenspektrometers
(AB Sciex/MDS Analytical Technologies, Darmstadt, Deutschland) im posi-
tive MRM detection mode durchgefuhrt. Durch externe Kalibrierung wur-
den Ratios fur den externen und internen Standard zum Zwecke der

Quantifizierung herangezogen.

Die Cholesterolmessungen fanden in heparinisierten Plasma Proben
durch den Analyseautomaten fiir klinische Chemie ARCHITECT® ¢i16200
(Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany), den Herstellerangaben fol-
gend, statt. Dabei werden Cholesterinester durch das Enzym Cholesterin-
esterase zu Cholesterin und freien Fettsauren hydrolysiert. Das freie Cho-
lesterin, einschlieRlich des ursprunglich vorhandenen, wird dann durch
Cholesterinoxidase zu Cholest-4-en-3-on und Wasserstoffperoxid oxidiert.
Daraufhin reagiert Wasserstoffperoxid mit Hydroxybenzoesaure und 4-
Aminoantipyrin zu einem Chromophor (Chinonimin-Farbstoff), der bei
500nm quantitativ bestimmt wird.

Die gewonnenen Konzentrationsdaten wurden analog des Vorgehens fir
die logz2-Fold Changes der Genexpressionswerte statistisch ausgewertet
(Kapitel 3.5.3).
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4

4.1

Ergebnisse

Referenzgenanalyse

Die zur Normalisierung der Genexpressionsdaten notwendigen ,hous-

ekeeping“-Gene wurden, wie in Abschnitt 3.5.1 beschrieben, mit Hilfe der
Excel-VBAs GeNorm und NormFinder identifiziert (Abb. 9).

geNorm

Normfinder

Pneumonie
Actb 0.304
Gusb 0.287
Hprt1 0.282

vV

Gusb
Hprt1

0.261
0.244

vV

Peritonitis
Hprt1 0.674
Actb 0.668
Hmbs  0.580

vV

Hprt1
Actb

0.617
0.593

vV

Gusb  0.222 Actb 0.563
Hprt1  0.222 » Hprt1  0.563
Hmbs  0.187 Actb 0.331
Actb 0.152 ]I » Hprt1  0.297
Gusb  0.124 » Gusb 0279
Hprt1 0117 * » Hmbs  0.236*

JE

Abb. 9: Darstellung der Expressionsstabilititswerte der Housekeeperanalyse mit-
tels geNorm und Normfinder fiir Pneumonie und Peritonitis

Potentiellen Referenzgene sind je mit errechnetem Expressionsstabilitatswert absteigend
geordnet, je héher der Wert, desto weniger stabil ist das Gen exprimiert.

Die zur Normalisierung ausgewahlten Gene sind mit » fir beide Algorithmen markiert.
geNorm: Schrittweiser Ausschluss der am instabilsten exprimierten Gene (grau mar-
kiert), fihrt zur Ausgabe des stabilsten Genpaares.
Normfinder: Intra- und inter-Gruppen Variation wurde berilicksichtigt. Auerdem wurde
das stabilste Gen (*) sowie die stabilste Kombination von zwei Genen (++) bestimmt.
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Aus den vier potentiellen Referenzgenen: Actb, Hmbs, Gusb und Hprt1
(Tatsumi et al. 2008, Sieber et al. 2010), sollten die drei stabilsten Kandi-
daten herausgesucht werden, um dann durch Bildung des geometrischen
Mittels aus den Expressionsquantitditen der Normalisierung der Gen-
expressionsdaten zu dienen (Vandesompele et al. 2002).

Es zeigen sich deutliche sowohl modellabhangige, als auch Algorithmus-
abhanigige Unterschiede in den ausgegebenen Expressionsstabilitaten.
FUr das Modell der induzierten Pneumonie (Abb. 9) errechnet geNorm
Hprt1 und Gusb als am stabilsten exprimiertes Genpaar. Die Normfinder-
Analyse bestatigt dieses Ergebnis mit Hprt1 als stabilstem Gen, als beste
Kombination von zwei Genen werden Gusb und Hmbs angegeben. Hmbs
ist allerdings in beiden Analysen mit Abstand das am unstabilsten expri-
mierte Gen. Daher wird die Rangfolge der Normfinderausgabe flur die
Auswahl der geeigneten ,Housekeeper” herangezogen und folglich Hprt1,
Gusb und Actb zur Normalisierung im Pneumoniemodell genutzt.

Das PCI-Modell (Abb. 9) zeigt im Vergleich deutlich hohere Zahlenwerte
und damit eine insgesamt weniger stabile Expression der potentiellen Re-
ferenzgene als im Pneumoniemodell. Hprt1 und Actb sind laut geNorm
das stabilste Genpaar. In der Normfinderanalyse zeigt sich differentes Bild:
Hmbs ist stabilstes Gen und in Kombination mit Hprt71 am stabilsten bei
Berucksichtigung der intra- und inter-Gruppen Variation, Actb ist in diesem
Algorithmus als am unstabilsten angegeben. Als Referenzgene werden fur
das PCI-Modell Hmbs, Gusb und Hprt1 genutzt. Gusb wurde mit geNorm
zwar als erstes verworfen, allerdings waren die numerischen Unterschie-
de, die im ersten Schritt zum Ausschluss flhrten, nur sehr gering.

Die Normalisierung wurde fur jedes Modell spezifisch aus den drei am
besten geeigneten Genen durchgefuhrt. So sind exakte Vergleiche zwi-
schen den einzelnen Behandlungsgruppen im Modell moglich, aber nicht
zwischen den Modellen (z.B. PCI 6h vs. S2 D39 6h).
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4.2 Genexpressionsanalyse

Die Auswertung der Genexpressionsdaten der Cholesterolbiosynthese in

murinem Lebergewebe wird auf drei Ebenen vorgenommen:

1. Enzyme (Hmgcr, Mvd, Fdps)

2. Membran- und Transportproteine (Scap, Insig1, Insig2) zur Modifi-

zierung der Transkriptionsfaktorenaktivitat

3. Transkriptionsfaktoren (Srebf1, Srebf2)

Diese Expressionsdaten sind in den Abschnitten (4.2.1, 4.2.2, 4.2.3) nor-
malisiert, logz-transformiert und statistisch ausgewertet als Box-Whisker-
Plots dargestellt.

In dieser Form der grafischen Darstellung wird der Interquartilabstand
(IQR...interquartile range), welcher dem mittleren 50%-Bereich der Stich-
probenelemente entspricht, als senkrechte Box wiedergegeben. Die waa-
gerechte schwarze Linie innerhalb der Box entspricht dem Median und teilt
die Flache in die oberen und unteren 25% der mittleren Stichprobenwerte.
Je nach Lage des Medians lassen sich Aussagen zur Schiefe der den Da-
ten zugrunde liegenden Verteilung machen. Daten, welche sich aul3erhalb
des Interquartilabstandes befinden, werden als senkrechte Linien ober-
und unterhalb der Box dargestellt (sogenannte Whisker). Die Whisker
kénnen maximal das 1,5fache des IQR lang sein und enden bei dem Wert,
der noch innerhalb dieses Bereichs liegt. Des Weiteren werden Ausreil3er
(1,5xIQR - 3xIQR) und Extremwerte (ab 3xIQR) als ° bzw. als * in der
Grafik abgebildet. Die Genexpressionsveranderungen sind auf die unbe-
handelten Tiere (,naiv“) pro Modell normalisiert. Die Nulllinie, die den Me-
dian der unbehandelten Gruppe darstellt, ist damit Bezugspunkt fur die

Expressionsveranderungen der behandelten Gruppen.
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In dieser Arbeit werden die behandelten Gruppen zum Beobachtungszeit-
punkt von 6h bzw. 24h mit den entsprechenden sham-Gruppen zum glei-
chen Zeitpunkt verglichen, in dem die Differenz der Mediane (X) gebildet
und anschlieend nach folgender Formel in Expressionsfaktoren umge-

wandelt wird.

Expressionsfaktor = 25X (sample —control )

Ein Median mit einem logz-Fold Change (FC) von 1 entspricht nach die-
sem Zusammenhang einer Verdoppelung der Transkriptmenge und damit
der Genexpressionsrate im Vergleich zur naiven Gruppe. Ein Wert von -1
steht fur eine Halbierung und ein Wert von 0 bedeutet dass keine Expres-
sionsveranderung des entsprechenden Genes in der Behandlungsgruppe
messbar war. Die Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test (a=0,05) auf Signifikanz gepruft. Nicht signifikante
Veranderungen werden im Folgenden als tendenzielle Veranderungen be-
zeichnet.

Im Pneumoniemodell wird der Pneumokokkenserotyp S2-D39 in zwei Ab-
bildungen je im Vergleich mit den anderen verwendeten Serotypen gezeigt
(Abb. A1, A2), da in vorangegangenen Microarraystudien bereits signifikan-
te Unterschiede in der Genexpression der Cholesterolbiosynthese zwi-
schen S2-D39 und S19-3030 Wildtyp auffallig waren. Ab einer selbst ge-
wahlten Fold Change Differenz von AFC = 1,0 wurde eine Veranderung
zwischen zwei untersuchten Gruppen als biologisch relevant bewertet und
neben den M-W-U-Test zur Auswertung der Expressionsdaten herangezo-
gen. Dabei muss das Ergebnis des M-W-U-Tests nicht zwangslaufig dem
Ergebnis fur die mogliche biologische Relevanz entsprechen. Signifikante
Veranderungen sind mit eckiger Klammer zwischen den getesteten Grup-
pen und der Bereich mit fehlender biologischer Relevanz ist mit grauen

Flachen dargestellt.
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Zur besseren Ubersicht in den folgenden Abbildungen wurden die Be-
handlungsgruppen im Pneumoniemodell mit einem Farbcode entspre-
chend ihrer Virulenz im klinischen Alltag versehen. Die Einteilung beginnt
mit roter Farbe (hohe Virulenz und Letalitat) und endet mit griner Farbe
(geringvirulente Erreger). AuRerdem wurden die systematischen Namen
der Serotypen auf folgende Weise abgekurzt:

S2-D39 = S2 /I S19-EF3030 = S19-W // S19-EF3030APLY = S19-dP /I S3-
A66.1 = S3-A /I S3-6303 = S3-6

Die Gruppen mit Behandlung durch humane Faeces - Suspension werden

im Weiteren als PCI (Peritoneal Infection & Contamination) bezeichnet.
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4.2.1 Expressionsmuster: Enzyme

4.2.1.1 Hmgcr

Im Pneumoniemodell (Abb. 10-A1, A2) ist fur Hmgcr ein deutlicher Effekt
der sham-Behandlung im Vergleich zu naiv erkennbar: nach 6h reduziert
sich die Expressionsrate auf etwa 1/8 des Ausgangswertes, nach 24h liegt
die Verringerung innerhalb des nicht biologisch relevanten Bereiches.

Alle untersuchten Serotypen zeigen 6h nach Infektion im Vergleich zu
sham zumindest tendenziell eine Steigerung der Expressionsrate an, wo-
bei die Serotypen S19-W und S19-dP (Abb. 10-A1) eine Steigerung um
den Faktor 1,7 (S19-W) sowie um den Faktor 3 (S19-dP) bewirken. Die
Serotypen S3-A und S3-6 (Abb. 10-A2) zeigen einen deutlicheren Einfluss
mit einer Expressionssteigerung um den Faktor 5,2 (S3-A) bzw. 4,6
(S3-6).

Zum Beobachtungszeitpunkt 24h ist eine Halbierung der Expressionsrate
bei S2 auffallig. Der hochvirulente Serotyp S3-A zeigt die gegensatzliche
Regulation mit Verdoppelung der Expression. Alle weiteren Serotypen zei-
gen annahernd gleiche Expressionsniveaus wie die sham-Gruppe.

Im Modell der polymikrobiellen Peritonitis ist zu beiden Beobachtungszeit-
punkten eine Senkung der Genexpression auf 1/4 des Niveaus bei sham-
Tieren zu verzeichnen. Die Injektion von isotonischer Kochsalzlésung
(sham) bewirkt zudem eine tendenziell leichte Erhéhung Uber den Wert
von unbehandelten Tieren.

Das Transkript der Schliisselenzyms Hmgcr zeigt modell- und serotypen-
spezifische Unterschiede. Aufféllig ist die gegensétzliche Reaktion von S2
nach 24h mit einer Senkung im Vergleich zu den anderen Serotypen mit
einer Steigerung der Rate. Dem gegendber steht die Senkung der Genex-

pressionsrate bei Peritonitis.
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Abb. 10: hepatische Expression von Hmgcr im Pneumoniemodell (A4, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weille Fullung). °... AusreiRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.



Ergebnisse 51

4.2.1.2 Mvd

Im Pneumoniemodell (Abb. 11-A1, A2) zeigt sich fur Mvd 6h nach Infektion
eine wesentlich starkere Regulation der Genexpression mit groRerer
Streuung der Werte der Individuen, als nach 24h. AuRerdem liegt ein deut-
licher sham-Effekt vor, welcher hier einer Verringerung der Transkriptmen-
ge auf 1/16 des Wertes bei naiven Tieren entspricht.

Im Vergleich zur sham-Gruppe liegt bei 6h eine Steigerung der Gen-
expression bei allen untersuchten Serotypen vor: der hochvirulente Stamm
S2 und der niedrigvirulente S19-W zeigen eine Verdreifachung der Ex-
pression des Mvd-Transkriptes. Die Pneumolysin-defiziente Form von S19
verzeichnet eine massive Erhohung um den Faktor 13, bei geringer Streu-
ung der Werte (Abb. 11-A1). S3-A und S3-6 zeigen trotz unterschiedlicher
Virulenz ein ahnliches Muster einer Hochregulation der Genexpression um
das 10 bzw. 7,3 fache (Abb. 11-A2).

Zum Zeitpunkt 24h ist der sham-Effekt mit Hochregulation nur schwach
ausgepragt. S2 zeigt eine Herabregulation auf 70% und die Serotypen
S19-W und S19-dP verzeichnen einen leichten Anstieg um die Faktoren
1,3 und 1,7. Diese Veranderungen, wie auch die Expressionsniveaus von
S3-A und S3-6 liegen innerhalb des biologisch nicht relevanten Bereichs.
Im PCI-Modell (Abb. 11-B) ist die Transkriptmenge von Mvd in der 6h
Gruppe auf etwa 1/4 im Vergleich zur sham-Gruppe zurickgegangen,
aullerdem ist eine geringe Expressionssteigerung der sham-Gruppe zu
verzeichnen. Nach 24h sind keine Veranderungen messbar.

Die untersuchten Modelle reagieren gegensétzlich: Anders als die starke
Hochregulation in der Pneumonie zeigt die Peritonitis eine Herabregula-

tion der Genexpression. Die Effekte sind nach 6h deutlicher zu erkennen.
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Abb. 11: hepatische Expression von Mvd im Pneumoniemodell (A, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weille Fullung). °... AusreilRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehdérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.
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4.2.1.3 Fdps

Im Modell der Pneumokokken-induzierten Pneumonie (Abb. 12-A1, A2)
sind sham-Effekte zu erkennen. Die Genexpression von Fdps ist nach 6h
auf die Halfte reduziert und nach 24h tendenziell gesteigert.

Die Infektionsgruppen in Abbildung Abb. 12-A1 zeigen keine
Abweichungen vom Expressionsniveau der zugehoérigen sham-Gruppe
(6h/24h). Allein der hochvirulente Stamm S3-A (Abb. 12-Az) zeigt 6h nach
Infektion eine signifikante Hochregulation um den Faktor 1,9. Der niedrig-
virulente Serotyp S3-6 zeigt eine ahnliche Tendenz, welche durch die
Streuung der Messwerte nicht signifikant getestet wurde. Zum Beobach-
tungszeitpunkt 24h ist keine Regulation im Vergleich zu sham zu erken-
nen. Keine der Expressionsveranderungen liegen im biologisch relevanten
Bereich.

In dieser Untersuchung fallt ein relativ gro3er Unterschied in den Expres-
sionswerten der zwei naiven Tiere, welche zur Normalisierung verwendet
wurden, auf.

Das PCI-Modell (Abb. 12-B) zeigt ein unreguliertes Bild: Die Mediane der
Scheinbehandlungsgruppe und Peritonitisgruppe liegen auf dem Niveau
der unbehandelten Tiere. Die Streuung der Ergebnisse ist in diesem Mo-
dell, wie schon bei anderen Transkripten ersichtlich, groRer als im Pneu-
moniemodell.

In beiden Modellen haben die Behandlungen mit den verschiedenen Erre-
gern nur einen marginalen Effekt auf die Transkription von Fdps und liegen

nicht im biologisch relevanten Bereich.
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Abb. 12: hepatische Expression von Fdps im Pneumoniemodell (A4, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weilde Fullung). °... AusreiRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehdérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.



Ergebnisse 57

4.2.2 Expressionsmuster: Transkriptionsfaktorenaktivitat
modifizierende Membran- und Transportproteine

4.2.21 Scap

Im Pneumoniemodell (Abb. 13-Ai1, A2) zeigen die Expressionswerte fur
Scap fur S2 bei 6h eine tendenzielle Verringerung der Transkriptmenge im
Vergleich zur sham-Gruppe. Diese Veranderung ist 24h nach Infektion
nicht mehr zu erkennen.

S19-W und S19-dP (Abb. 13-A1) zeigen nach 6h zumindest tendenziell
eine Steigerung der Genexpressionsrate um den Faktor 1,5 (bei S19-W
keine Signifikanz durch starkere Streuung der Einzelwerte) und nach 24h
bleibt dieses Expressionsmuster erhalten.

Zum Beobachtungszeitpunkt 6h ist eine Erhéhung der hepatischen Ex-
pression des Scap Transkriptes um das doppelte bei dem hochvirulenten
S3-A und um das 1,6fache bei dem niedrigvirulenten S3-6 zu verzeichnen.
Nach 24h geht diese Hochregulation zurtick und ist nicht mehr signifikant
zur sham-Gruppe (24h) messbar.

Das Modell der polymikrobiellen Peritonitis (Abb. 13-B) zeigt sham-Effekte,
die tendenziell zur Senkung der Expression von Scap im Vergleich zur
unbehandelten Gruppe fuhren: nach 24h entspricht diese etwa einer Hal-
bierung. Der Beobachtungszeitpunkt 6h zeigt eine signifikante Herabregu-
lation der Expression auf 3/4 der Expression der 6h sham-Tiere. Dieses
Muster bleibt auch nach 24h bestehen, allerdings nimmt die Streuung der
Einzelwerte zu, sodass nun nicht mehr von Signifikanz ausgegangen wer-
den kann.

Beide Modelle zeigen nur geringe Expressionsverénderungen. Im Pneu-
moniemodell reagieren alle Serotypen mit Ausnahme von S2 mit einer
Steigerung der Expression. Im Gegensatz dazu zeigt die polymikrobielle
Peritonitis eine leichte aber konsistente Senkung der Genexpression. Ahn-
lich verhélt sich der hochvirulente S2 nach 6h. Die beobachteten Verénde-

rungen liegen aulRerhalb des biologisch relevanten Bereichs.
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Abb. 13: hepatische Expression von Scap im Pneumoniemodell (A1, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklrzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weilde Fullung). °... AusreilRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.
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4.2.2.2 Insig1

Im Pneumoniemodell (Abb. 14-A1, A2) ist ein deutlicher Effekt der Schein-
behandlung auf die Genexpression von Insig1 erkennbar. Nach 6h ist die-
se biologisch relevant auf weniger als 1/4 der Vergleichsexpression von
unbehandelten Tieren gefallen und nach 24h zeigt sich hingegen tenden-
ziell ein leichter Anstieg der Expression.

Zum Beobachtungszeitpunkt 6h (Abb. 14-A1) zeigen die Serotypen S2,
S19-W und S19-dP Expressionsveranderungen im nicht biologisch rele-
vanten Bereich. Dabei zeigt S19-dP eine eindeutige Steigerung um den
Faktor 1,7. Eine deutlichere Regulation ist bei dem hochvirulenten Serotyp
S3-A (Faktor 3,2) und dem niedrigvirulenten Serotyp S3-6 (Faktor 2,6) zu
beobachten (Abb. 14-A2).

24h nach Infektion ist bei allen Serotypen ein zumindest tendenzielles Ab-
fallen der Genexpression im Vergleich zur sham-Gruppe auffallig. Dabei ist
bei S2, S3-A und S3-P ist eine signifikante Halbierung der Expressionsrate
zu verzeichnen. Auch mit S19-dP verringert sich die Rate um Faktor 0,7.
Im Peritonitismodell (Abb. 14-B) ist bei scheinoperierten Tieren die Ex-
pressionsrate zu beiden Zeitpunkten konstant leicht erhoht. Im Vergleich
dazu zeigt sich eine Senkung der Expression durch die PCI Injektion auf
die Halfte zum Beobachtungszeitpunkt 6h und auf 1/3 nach 24h mit starke-
rer Streuung der Werte.

Die Pneumokokken-induzierte Pneumonie zeigt Beobachtungszeitpunkts-
abhéngige Expressionstendenzen: der Erhbhung der Expression nach 6h
steht die Senkung nach 24h entgegen. Im Gegensatz dazu ist bei polymik-
robieller Peritonitis eine eindeutige Senkung der Expression zu beobach-

ten.
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Abb. 14: hepatische Expression von Insig7 im Pneumoniemodell (A4, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weile Fillung). °... AusreiRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.
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4.2.2.3 Insig2

Im Pneumoniemodell (Abb. 15-A1, A2) ist ein starker Effekt der Scheinbe-
handlung (sham) zu erkennen. Nach 6h ist die Expression im Vergleich zu
naiv verachtfacht und nach 24h ist eine Verdoppelung zu verzeichnen.
Zum Beobachtungszeitpunkt 6h zeigt sich eine zumindest tendenziell ver-
ringerte Expressionsrate bei allen untersuchten Serotypen. Die Verande-
rung von S2 entspricht einer biologisch relevanten Halbierung der Expres-
sion, trotz nicht vorliegender Signifikanz. S3-A und S3-6 (Abb. 15-A2)
zeigen die starkste Reaktion mit einer Senkung durch Faktor 0,4 bei S3-A
und durch Faktor 0,3 bei S3-6. Die Serotypen S19-W und S19-dP
(Abb. 15-A1) weisen ein ahnliches Muster auf, allerdings werden hier die
Kriterien fur biologische Relevanz nicht erfullt.

Nach 24h liegt die Senkung der Genexpression bei Behandlung mit Sero-
typ S3-A und S3-6 im gleichen Bereich wie nach 6h (Abb. 15-Az). Die Ubri-
gen Serotypen zeigen marginale Schwankungen im nicht biologisch rele-
vanten Bereich.

Im Peritonitismodell (Abb. 15-B) ist eine zumindest tendenzielle Expres-
sionssteigerung zu verzeichnen. Nach 24h zeigt sich eine deutliche Erho-
hung der Expression um den Faktor 2,4. Eindeutige sham-Effekte sind in
diesem Modell nicht zu beobachten.

Pneumonie und Peritonitis zeigen eine gegensétzliche Richtung der Gen-
expressionsverdnderung. Die Senkung der Expression bei allen unter-
suchten Serotypen im Pneumoniemodell steht der Steigerung der Expres-

sion bei Peritonitis entgegen.
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Abb. 15: hepatische Expression von Insig2 im Pneumoniemodell (A4, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weille Fullung). °... AusreiRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.
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4.2.3 Expressionsmuster: Transkriptionsfaktoren

4.2.3.1 Srebf1

Im Pneumoniemodell (Abb. 16-A1, A2) ist 6h nach Infektion ein deutlicher
sham-Effekt zu beobachten. Die Expression ist im Vergleich zu naiv auf
fast 1/8 zurlickgegangen. Nach 24h jedoch liegt der Median sham-Gruppe
auf Niveau der unbehandelten Tiere (naiv).

Zum Beobachtungszeitpunkt 6h sind deutliche Genexpressions-
steigerungen bei S19-W (2,3fach mit grof3er Streuung), S19-dP (2,5fach),
S3-A (5fach) sowie S3-6 (2,8fach) zu verzeichnen (Abb. 16-A1, A2). Bei S2
zeigt sich eine starke Streuung der Einzelwerte mit nur geringer Verande-
rung der Medianlage.

Nach 24h ist bei Behandlung mit S2 (Abb. 16-A1, A2) eine eindeutige Ab-
senkung der Expression auf etwa 1/3 im Vergleich zur sham-Gruppe (24h)
zu beobachten. Die anderen untersuchten Serotypen (S19-W, S19-dP,
S3-A, S3-6) zeigen eine zumindest tendenzielle Senkung der Expression
im nicht biologisch relevanten Bereich. Fur S3-6 (Abb. 16- A2) kann von
einer signifikanten Halbierung der Expression ausgegangen werden.

Im Peritonitismodell (Abb. 16-B) ist bei marginal ausgepragtem sham-
Effekt eine Senkung der Genexpression in der PCI-Gruppe zu beobach-
ten: Nach 6h zeigt sich eine Senkung auf etwa 1/4 der Ausgangsexpres-
sion bei naiv und nach 24h sinkt das Niveau weiter auf 1/7 ab. Zum Be-
obachtungszeitpunkt 24h ist eine deutlich starkere Streuung der Einzel-
werte auffallig.

Im Pneumoniemodell sind stark vom Beobachtungszeitpunkt abhéngige
Verénderungen zu beobachten. Die zumindest tendenzielle Steigerung der
Expression nach 6h schlégt in eine zumindest tendenzielle Senkung nach
24h um. Im Vergleich dazu zeigen die PCI-Gruppen im Peritonitismodell
eine deutliche Absenkung der Expression zu beiden Zeitpunkten. In bei-

den Modellen ist keine Streuung der Werte der naiven Tiere zu finden.
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Abb. 16: hepatische Expression von Srebff im Pneumoniemodell (A4, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weille Fullung). °... AusreilRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.
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4.2.3.2 Srebf2

Im Pneumoniemodell ist fir Srebf2 nur ein geringer Einfluss der sham-
Behandlung auf die Genexpression zu verzeichnen.

Zum Beobachtungszeitpunkt 6h ist eine zumindest tendenzielle Gen-
expressionssteigerung zu erkennen, welche aber im biologisch nicht rele-
vanten Bereich liegt. S2 zeigt keine Regulation der Genexpression im Ver-
gleich zur sham-Behandlung. Signifikante Veranderungen mit fast einer
Verdoppelung der Genexpression sind bei den hochvirulenten S2 und
S3-A sowie dem niedrigvirulenten S3-6 auffallig.

Nach 24h zeigt sich ein ahnliches Bild: nun erhdht sich die Genexpression
bei S19-W auf das Doppelte und die Veranderung von S19-dP geht bei
starkerer Streuung zuruck. S3-A und S3-6 weisen auch nach 24h eine
Verdoppelung der Expression auf.

Im Peritonitismodell sind nur geringe Schwankungen der Genexpression
ohne deutliche Regulation der PCI-Gruppen im Vergleich zur korrespon-
dierenden sham-Gruppe zu verzeichnen.

In beiden Modellen liegen die Genexpressionsverdnderungen aullerhalb
des biologisch relevanten Bereichs.
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Abb. 17: hepatische Expression von Srebf2 im Pneumoniemodell (A4, A2) und Peri-
tonitismodell (B)

Die Expressionsdaten sind zu den Beobachtungszeitpunkten 6h und 24h fir die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen dargestellt. Die Gruppen wurden farblich codiert und
mit folgenden Abklirzungen dargestellt:

orange: S2-D39, Abk.: S2 // grin: S19-EF3030, Abk.: Wildtyp: S19-W, pneumolysin-
defizienter Stamm: S19-dP // rot: S3-A66.1, Abk.: S3-A // gelb: S3-6303, Abk.: S3-6
beige: polymikrobielle Peritonitis, Abk.: PCI (Peritoneal Infection & Contamination)
Scheinoperierte Tiere werden als sham (hellblau) bezeichnet, unbehandelte als naiv
(weille Fullung). °... AusreilRer (1,5-3xIQR); *... Extremwerte (ab 3xIQR)

Angegeben durch eckige Klammern sind die signifikanten Veranderungen der Genex-
pression laut M-W-U-Test im Vergleich zur entsprechenden sham-Gruppe (+...6h bzw.
#...24h).

Die grauen Rechtecke signalisieren, ausgehend vom Median der zugehérenden sham-
Gruppe, den jeweils angenommenen Bereich in dem keine biologische Relevanz vorliegt.
Befindet sich der Median einer Behandlungsgruppe aufierhalb der Flache, wird zumin-
dest von einer Verdoppelung der Expressionsrate ausgegangen, welche als biologisch
relevant gewertet wird.
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4.3 Metabolomanalyse

Die Auswertung der Konzentrationsdaten der Cholesterolbiosynthesezwi-
schenprodukte Lanosterol und Desmosterol (in pmol/l) erfolgt fur Leber-
gewebeproben und fur Blutplasmaproben. Es werden analog des Vor-
gehens im Kapitel 4.2 die Modelle: Pneumonie (A1, A2) und PCI-Peritonitis
(B) vergleichend gegenubergestellt. Cholesteroldaten (in mmol/l) konnten
methodenbedingt nur im Blutplasma erhoben werden und wurden aus-
schlielich fir das Pneumoniemodell bestimmt. In den folgenden Abschnit-
ten 4.3.1, 4.3.2 und 4.3.3 sind diese Daten statistisch ausgewertet als
Box-Whisker-Plots dargestelit.

Die Auswertung erfolgte nach den gleichen Prinzipien, wie in der Gen-
expressionsanalyse (Kapitel 4.2):

Die behandelten Gruppen zum Beobachtungszeitpunkt von 6h/24h wur-

den mit entsprechenden sham-Gruppen Uber die Differenz ihrer Mediane

(%) verglichen. Der Mann-Whitney-U-Test (a=0,05) diente der Uberpriifung
der Signifikanz zwischen zwei Gruppen (+...Signiflkanz nach 6h /
#...Signifikanz nach 24h).

In den Grafiken des Pneumoniemodells wird der erneut der Pneumokok-
kenserotyp S2-D39 in zwei Abbildungen je im Vergleich mit den anderen
verwendeten Serotypen gezeigt.

Der fur die Genexpression eingefuhrte Farbcode fur die Virulenz der Erre-
ger wird beibehalten (rot - hohe Virulenz / grin - geringe Virulenz), genau-
so wie die Abkurzungen der systematischen Namen: S2-D39 = S2 //
S19-EF3030 = S19-W /I S19-EF3030APLY = S19-dP // S3-A66.1 = S3-A
Il S3-6303 = S3-6

Da es sich um reine Konzentrationsdaten handelt, sind keine relativen
Aussagen uber die Veranderungen zwischen den Behandlungsgruppen
ndtig. Unbehandelte Tiere wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht

in die Abbildungen einbezogen.
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4.3.1 Lanosterol

Im Lebergewebe des Pneumoniemodells zeigt sich nach 6h ein signifikan-
ter Anstieg der Lanosterolkonzentration bei den Serotypen S19-W, S19-dP
sowie bei S3-A und S3-6. Diese Veranderungen liegen im Bereich von
maximal 0,5umol/l Gber der Konzentration der sham-Gruppe (0,5umol/l).
Nach 24h bleibt die Konzentration bei allen Behandlungsgruppen auf dem
Niveau der sham-Tiere. S2 zeigt fur beide Beobachtungszeitpunkte keine
Veranderung (Abb. 18 A1, Az linkes Panel).

Im Plasma der Versuchstiere sind noch ausgepragtere Effekte zu be-
obachten: Bei starker Streuung ist nach 6h, ausgehend vom sham-
Gruppen Median von 1,0umol/l, ein Konzentrationsanstieg auf 1,7umol/l
bei S19-W und auf 2,2umol/l bei der pneumolysindefizienten Form von
S19 zu verzeichnen. Die Lanosterolkonzentrationen der Serotypen S3-A
und S3-6 steigen sogar auf 2,5umol/l.

Nach 24h sind die Konzentrationsveranderungen im Vergleich zu sham
geringer ausgepragt, aber trotzdem noch deutlich zu verzeichnen. Dabei
ist der Konzentrationsanstieg von S19-dP, S3-A und S3-6 nach wie vor
signifikant. S2 zeigt auch im Plasma keine Konzentrationsveranderung zu
beiden Beobachtungszeitpunkten (Abb. 18 A1, A2 rechtes Panel).

Im Lebergewebe des Peritonitismodells fallt nach 6h die Lanosterolkon-
zentration signifikant auf 2,3umol/l im Vergleich zur sham-Gruppe
(3,8umolll).

Nach 24h liegt eine deutliche Streuung der Messwerte vor, welche im Me-
dian allerdings keine Veranderungen zeigt.

Im Blutplasma ist erst nach 24h ein Effekt zu beobachten: die Konzentrati-
on von Lanosterol steigt signifikant auf 4,2umol/l in der PCI-Gruppe im

Vergleich zur sham-Gruppe mit 0,6umol/l (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Lanosterolspiegel in Pneumonie (A1, A2) - und Peritonitismodell (B)

Beobachtungszeitpunkte 6h/24h; Beschriftung und Farbcode siehe Abschnitt 4.3
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4.3.2 Desmosterol

In den Lebergewebeproben des Pneumoniemodells nach 6h ist, ausge-
hend vom Wert der sham-Gruppe bei 1,1umol/l, fur S19-W ein signifikan-
ter Anstieg der Desmosterolkonzentration auf 1,5umol/l zu verzeichnen.
Die Konzentration der pneumolysindefizienten Form steigt mit einem gro-
Reren IQR nicht signifikant auf 1,9umol/l. AuRerdem zeigt Serotyp 3 Kon-
zentrationsanstiege: S3-A steigt auf 2,0 und S3-6 steigt signifikant auf
2,7umol/l. Nach 24h sind bei allen Serotypen geringere Konzentrationsan-
stiege zu vermerken, S19-dP bleibt allerdings im Vergleich zu 6h auf
gleich hohem Niveau (Abb. 19 A1, Az linkes Panel).

Im Plasma sind, ausgehend von einer Konzentration von 0,8umol/l der
sham-Gruppe, nach 6h signifikante Anstiege auf 1,4pmol/l fir S19-W und
1,2umol/l fir S19-dP zu erkennen. Noch ausgepragtere Konzentrations-
anstiege werden fur S3-A auf 1,6umol/l und S3-6 auf 2,1umol/l gemessen.
Auch im Plasma sind nach 24h die Konzentrationsveranderungen weniger
stark ausgepragt als nach 6h (Abb. 19 A1, A2 rechtes Panel). FUr Serotyp 2
ist sowohl im Lebergewebe, als auch im Plasma keine Veranderung der
Desmosterolkonzentration bei beiden Beobachtungszeitpunkten zu ver-
zeichnen.

Im Lebergewebe des PCI-Modells verandert sich die Konzentration nach
6h im Vergleich zur sham-Gruppe nicht. Zum Beobachtungszeitpunkt 24h
ist ein Anstieg der PCI-Gruppen-Messwerte auf 9,7umol/l im Vergleich zu
sham bei 0,8umol/l zu verzeichnen, allerdings sind in diese Gruppe me-
thodenbedingt nur drei Messwerte mit sehr starker Streuung eingegangen.
Im Plasma ist ein Anstieg der Desmosterolkonzentration zu verzeichnen:
Nach 6h steigt die Konzentration signifikant von 3,1umol/l (sham) auf
4.,4umol/l (PCI) und nach 24h noch ausgepragter von 2,0umol/l (sham) auf
7,3umol/l. Dabei ist in der PCI-Gruppe nach 24h eine verstarkte Streuung
der Messwerte zu beobachten (Abb. 19 B).



Ergebnisse 76

Desmosterol
601 A, Leber 60 Ay Plasma
5,0-] 5,01
4,0 + 40 —_—

2,0+ g 2,0+

Joa®lgan” IPEIEREE.

0 0
T T T T T T T T T T T T T T T T
sham S2 $19-W $19-dP sham s2 $19-W S19-dP sham S2 $19-W S19-dP sham s2 $19-W §19.dP
6h Behandlung 24h 6h Behandlung 24h
s A, Leber s A, Plasma
+
—_—
5,0 ° 5,0
4,01 4,01 -+
= = +
o ° 1
g 3,0 g 3,0
3 o 3
2] = | o g g
1,01 g Q , g é ° 1,01 é = é = T
°
T T T T T T T T T T T T T T T T
sham s2 S3-A §3-6 sham s2 S3-A §3-6 sham s2 S3-A §3-6 sham s2 S3-A §3-6
6h Behandlung 24h 6h Behandlung 24h
200 B Leber 20 B Plasma
#
15,01 15,01 —
2 1007 8 100 +
£ 3
*
5,0 5,0 —
= = e -
W U
T T T T T T T T
sham PCI sham PCI sham PCI sham PCI
6h 24h 6h 24h

Rehandliina Behandluna

Abb. 19: Desmosterolspiegel in Pneumonie (A1, Az) - und Peritonitismodell (B)

Beobachtungszeitpunkte 6h/24h; Beschriftung und Farbcode siehe Abschnitt 4.3
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4.3.3 Cholesterol

Im Plasma der Versuchstiere wurden zum Zeitpunkt 6h leichte Anstiege
der Cholesterolkonzentrationen bei den Behandlungsgruppen S2, S19-W,
S19-dP und S3-A gemessen. Die Konzentration bei S3-6 fallt auBerdem
leicht unter das Niveau der sham-Gruppe. Die beschriebenen Verande-
rungen sind im Bereich von max. 0,2 mmol/l, ausgehend von der Konzen-
tration der sham-Gruppe bei 1,9mmol/l, zu verzeichnen (Abb. 20 A1)

Zum Beobachtungszeitpunkt 24h zeigt S19-W, im Vergleich zur sham-
Gruppe (2,2mmol/l), einen signifikanten Anstieg auf 2,6mmol/l mit starke-
rer Streuung der Messwerte. Fur die pneumolysindefiziente Form ist je-
doch ein signifikanter Abfall auf 2,0mmol/l zu vermerken. Die Konzen-
trationsveranderungen von S2, S3-A und S3-6 sind nur marginal, wobei
S3-6 nach 24h in der Tendenz einen Anstieg der Konzentration zeigt.

Ein sham-Effekt ist zu beobachten: Die Cholesterolkonzentration der
sham-Gruppe steigt zum Beobachtungszeitpunkt 24h um 0,3mmol/l im
Vergleich zu 6h an (Abb. 20 A2).
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Abb. 20: Cholesterolspiegel im Pneumoniemodell (A, Az)

Beobachtungszeitpunkte 6h/24h; Beschriftung und Farbcode siehe Abschnitt 4.3
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5 Diskussion

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten zeigen erregerspezifische- und fo-
kusspezifische Unterschiede im Transkriptom und Metabolom der Cho-
lesterolbiosynthese (siehe Abb. 22 und Abb. 21).

Fir das Pneumoniemodell ist eine konzertierte Hochregulation der Cho-
lesterolbiosynthese fur die Serotypen S19-W, S19-dP, S3-A und S3-6 im
Transkriptom und Metabolom zu beobachten, welche sich in der Auspra-
gung der Veranderung Serotyp-spezifisch unterscheidet (Abb. 22). Dabei
ist fur Serotyp 19 die Pneumolysin-defiziente Form (S19-dP) meist starker
reguliert als der Wildtyp (S19-W) und fur Serotyp 3 ist die Regulation des
hochvirulenten Stammes (S3-A) starker ausgepragt als die des niedrigviru-
lenteren Stammes (S3-6).

Im Gegensatz dazu zeigt der hochvirulente Serotyp 2 fast keine Verande-
rungen der Syntheseleistung auf Transkriptom- und Metabolomebene. Auf-
fallig sind auRerdem die Veranderungen der Expressionsraten des Tran-
skriptes fur Mevalonatdecarboxylase (Mvd), die wesentlich starker
ausfallen, als beim Schlisselenzym (Hmgcr). Farnesyldiphosphat-
synthetase zeigt keine Regulation der Transkription fur die untersuchten
Behandlungsgruppen.

Fir die Plasmacholesterolmessungen zeigt sich ausschlieBlich fir Serotyp
19 nach 24h eine Regulation (Abb. 21). Dabei verzeichnet eine Behand-
lung mit dem Wildtyp einen Anstieg und der Pneumolysin-defiziente
Stamm dagegen zeigt eine Senkung der Cholesterolkonzentration.

Die Datenlage im Peritonitismodell impliziert im Gegensatz zum Pneumo-
niemodell eine konzertierte Herunterregulation der Cholesterolsynthese im
Transkriptom (Abb. 22). Die Effekte im Metabolom sind allerdings weniger
einheitlich: beide Beobachtungszeitpunkte zeigen sowohl Konzentrations-
steigerungen als auch -Senkungen fur Lanosterol und Desmosterol (Abb.
21).
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In beiden Modellen zeigt das Transkriptom der Faktoren der Regulations-
kaskade fur Hmgcr eine synchronisierte Reaktion in Richtung der Hoch-
bzw. Herunterregulation des Transkripts Hmgcr. Die Transkription von
Insig1 ist dabei einer komplexeren Kinetik mit gegensatzlichen Regulatio-
nen zum frlhen und zum spaten Beobachtungszeitpunkt unterworfen
(Abb. 22). Zudem sind die gemessenen Effekte im Transkriptom und Me-
tabolom generell zum fruheren Beobachtungszeitpunkt (6h) deutlicher

ausgepragt als zum spateren Beobachtungszeitpunkt (24h).
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Abb. 21: Ubersicht der Ergebnisse der Metabolomanalyse fiir Pneumonie- und Peri-

tonitismodell

In dieser vereinfachten Darstellung sind die Qualitdten der signifikanten Veranderungen
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fur die verwendeten Infektionsgruppen mit Hilfe eines Farbcodes dargestellt.
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Abb. 22: Ubersicht der Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir Pneumonie- und

Peritonitismodell

In dieser vereinfachten Darstellung sind die Qualitaten der signifikanten Veranderungen

fur die verwendeten Infektionsgruppen mit Hilfe eines Farbcodes dargestellt.
*...diese Transkripte kodieren Enzyme des Syntheseweges



Diskussion 81

Modelle sind beschrankte Abbilder der Wirklichkeit (Stachowiak 1973).
Gleiches gilt auch fur die verwendeten murinen Sepsismodelle um die Ab-
laufe der Erkrankung im humanen Organismus zu simulieren. In Abhan-
gigkeit von der zu untersuchenden Fragestellung wurden daher die am
besten geeigneten Tiermodelle ausgewahlt, welche sich beide durch ge-
naue Dosierungs- und Standardisierungsmaglichkeiten in der Applikation
auszeichneten (Deitch 2005).

Das verwendete Pneumoniemodell der intratrachealen Pneumokokken-
applikation ist ein etabliertes murines Infektionsmodell, welches in der La-
ge ist eine konsistente und reproduzierbare Multiorgandysfunktion hervor-
zurufen (Bergeron et al. 1998, Andonegui et al. 2009). Die Gabe von
Pneumokkokkenreinkulturen birgt dabei den Vorteil, dass die beobachte-
ten Effekte besser auf den verwendeten Erregerserotyp zurlckgefuhrt
werden kdénnen und somit Aussagen Uber die serotypenspezifische Wirts-
antwort maoglich sind. Allerdings kann die Rolle von opportunistischen Er-
regern, wie sie im klinischen Alltag bei Pneumonien vorkommen koénnen,
in diesem Modell nicht beurteilt werden.

FUr die polymikrobielle Peritonitis wurde das PCI-Modell gewahlt
(Bauhofer et al. 2002). Dieses Modell weist durch die Verwendung einer
gemischt Gram-positiven und Gram-negativen Faecessuspension eine
grélRere Nahe zu klinischen Fragestellungen auf als andere Modelle, welil
die Verwendung standardisierter humaner Stuhlproben dabei sicher stellt,
dass die Erregervielfalt dieser polymikrobiellen Infektion der sekundaren
Peritonitis von Patienten weitestgehend entspricht (Stamme et al. 1999).
Diese Ahnlichkeit zum klinischen Geschehen verhindert allerdings die Dif-
ferenzierung der Wirtsantwort auf spezifische Peritonitiserreger. Fir dieses
Modell sollte die Differenzierung aber nicht Gegenstand der vorgelegten
Untersuchung sein, sondern vielmehr der fokusspezifische Aspekt im Ver-
gleich zur Pneumonie.

Die immer wieder beobachteten Differenzen zwischen Tiermodell und
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klinischer Realitdt haben dabei verschiedene Ursachen (Esmon 2004).
Das Mal an hoher Standardisierung, welches wichtig ist um weitere Ein-
flussgrofRen in Behandlungsgruppen gering zu halten, spiegelt kaum die
Verhaltnisse von septisch kranken Patenten wider. Wahrend in dieser Stu-
die junge, weibliche, primar gesunde Organismen zum Einsatz kamen,
gehort ein Groldteil der Patienten zum alteren BevoOlkerungsanteil und
weist oft eine multimorbide Vorerkrankungsgeschichte auf (Poli-de-
Figueiredo et al. 2008). AulRerdem wurde den behandelten Tieren keine
supportive antibiotische Therapie verabreicht, um eine besondere Schwe-
re der Sepsis zu generieren. Septische ITS Patienten hingegen erfahren in
der Regel eine evidenz-basierte intensive antibiotische Therapie. Trotz der
aufgezeigten Differenzen stellen Tiermodelle in der Sepsisforschung den
Grundstein fiir die Ubertragung von Erkenntnissen der Grundlagenfor-

schung in klinische Zusammenhange dar (Dyson und Singer 2009).

Cholesterolbiosynthese-spezifische Muster der Wirtsantwort

Die anfangs dargestellten Ergebnisse entsprachen mit einigen Auffalligkei-
ten dem in der Einleitung vorgestellten Konzept des Zusammenspiels der
Transkripte der Cholesterolbiosynthese.

So wies im Pneumoniemodell das unspezifischere Transkript Srebf1, wel-
ches neben der Cholesterolbiosynthese auch die Fettsauresynthese an-
regt, eine starkere Transkriptionssteigerung auf, als das Cholesterol-
spezifische Srebf2 (Horton et al. 2002). Dieses Ergebnis weist auf eine
gleichzeitig induzierte Fettsauresynthese im Pneumoniemodell hin. Laut
Studienlage ist eine Anpassung des Lipidmetabolismus bei Sepsis zu ver-
zeichnen, dessen Relevanz fur das Outcome von Patienten allerdings
noch kontrovers diskutiert wird (Larsson-Backstrom et al. 1990). Beobach-
tungen einer haufigen Assoziation von Hypocholesterolamie mit niedrigen
Triglyceridspiegeln (Chiarla et al. 2010) stehen Korrelationen von Hy-

pocholesterolamie mit Hypertriglyceridamie bei Sepsis mit infauster
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Prognose entgegen (Giovannini et al. 2005). Eine gesteigerte Fettsaure-
synthese konnte hier bedingt sein durch einen erhdhten Verbrauch an
Lipiden bei hochregulierten Zellmembranreparaturprozessen im septi-
schen Geschehen.

Aullerdem waren Besonderheiten im Transkriptom von Insig1 und Insig2
auffallig. Entgegen der allgemeinen Tendenz ist fUr Insig1 eine Steigerung
der Expressionsrate nach den ersten 6h zu beobachten. Dieser Effekt ist
wahrscheinlich bedingt durch die Abhangigkeit der Insigl mRNA Bildung
von der Anwesenheit des aktiven Transkriptionsfaktors SREBP im Zellkern
(Mohn et al. 1991). Um die Transkription von Hmgcr zu beeinflussen ist die
Bindung von Insig1 an Scap essentiell. In diesem Falle wird das neugebil-
dete Insig1 innerhalb von 30 min degradieren, da die Cholesterolspiegel
fur die bendtigte Konformationsanderung von Scap nicht ausreichen und
Insig1 somit nicht an Scap binden kann (Mohn et al. 1991). Nach 24h wird
davon ausgegangen, dass die benotigte SREBP Konzentration im Zellkern
nicht mehr genugt um die Insig1 Transkription zu induzieren. Die Folge ist
eine Hemmung der Transkriptionsaktivitat. Das Zusammenspiel der be-
schriebenen Faktoren resultiert schlielllich in einer deutlichen Transkripti-
onssteigerung von Hmgcr, welches das Schllisselenzym dieses Synthe-
seweges HMG-CoA-Reduktase kodiert.

Das Transkript des nachgeschalteten Enzyms Mevalonatdecarboxylase
(Mvd) zeigt fur die Pneumokokkeninfektionen eine wesentlich starker aus-
gepragte Hochregulation der Transkriptionsaktivitat als das HMG-CoA-
Reduktase Transkript Hmgcr. Da bisher genauere Untersuchungen zur
transkriptionellen Regulation von Mvd fehlen und allein eine Studie von
Tanaka auf eine langerfristige Regulation des Enzyms auf mRNA-Ebene in
Rattenlebern hinweist (Tanaka et al. 1990), erbringt diese Arbeit den ers-
ten Nachweis, dass Mvd bei Pneumokokkenpneumonie im murinen Modell
einer wesentlichen transkriptionellen Regulation unterworfen ist.

Neuere  Untersuchungen stellen aullerdem einen  wichtigen
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Zusammenhang zwischen dem Stoffwechsel des Pathogens und des Wir-
tes her. Die Mevalonatdecarboxylase des Pathogens S. pneumoniae wird
vom Cholesterolsyntheseintermediat 5-Diphosphomevalonat (DPM) allos-
terisch gehemmt (Andreassi et al. 2004). Dieses Intermediat entsteht auch
in eukaryotischen Zellen im Rahmen der Cholesterolbildung, ist dort aller-
dings nicht in der Lage die korpereigene Mevalonatdecarboxylase zu
hemmen (Andreassi et al. 2004). Uber diese Verkniipfung lieBe sich eine
Induktion der Transkription von Mvd und nachfolgender Enzyme als Be-
standteil der adaptiven Wirtsreaktion bei Pneumokokkensepsis erklaren.
Durch die Hochregulation des Syntheseweges wirde die gebildete Menge
der Intermediate Mevalonat und DPM gesteigert. Da fur Mevalonat und
seine Analoga ein Aufnahmemechanismus in das Pathogen nachgewiesen
wurde (Wilding et al. 2000), kdnnte es durch weitere Verstoffwechselung
zu DPM zu einer Hemmung des pathogeneigenen Mevalonatstoffwechsels
fuhren. Fir das im Wirt gebildete DPM ist ein Ubertreten in das Pathogen
allerdings unwahrscheinlich durch die hohe negative Ladung (4-), die eine
Permeation der Zellmembran verhindert (Kudoh et al. 2010). Ohne einen
funktionierenden Mevalonatstoffwechsel ware damit die Virulenz von
S.pneumoniae stark vermindert und das Pathogen ware nicht im Stande in
der murinen Lunge zu uberleben (Andreassi et al. 2004). Dieser Erkla-
rungsansatz hangt allerdings stark davon ab, ob die Konzentration an Me-
valonat im Wirtsplasma ausreicht, um in ausreichender Menge in den Er-
reger zu gelangen und dort zu einer Hemmung zu fuhren. Unabhangig von
seiner moglicherweise bedeutenden Rolle in der physiologischen adapti-
ven Wirtsantwort, wird der Ansatz der Mevalonatstoffwechselhemmung
durch DPM in der Forschung zur Entwicklung neuer antibiotischer Thera-
pien fur S.pneumoniae Infektionen weiter verfolgt (Andreassi et al. 2007,
Kudoh et al. 2010, Reuther et al. 2011).

Da fur das Transkript des Enzyms Farnesyldiphosphat-Synthase (Fdps)

fur alle Untersuchungsgruppen keine nennenswerte Regulation
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nachgewiesen wurde, sind Einflisse unterschiedlicher Infektionsfoki und
Erregerspektren auf die transkriptionelle Regulation dieses Enzyms in den
verwendeten Modellen auszuschlieBen. Auffallig ist dabei, dass die laut
Studienlage von SREBP abhangige Fdps Genexpression, trotz signifikan-
ter Expressionsanderungen der Srebf1 und Srebf2 Transkripte, in dieser
Untersuchung unreguliert bleibt (Ishimoto et al. 2010). Moglicherweise
spielt dabei eine geringere Bindungsaffinitat von SREBP an die Promotor-
region des Fdps-Genes im Vergleich zum Hmgcr-Gen eine Rolle und |0st
bei geringeren Konzentrationen vor allem eine Transkriptionssteigerung
von Hmgcr aus. Diese Hypothese lieRe sich durch die Analyse von
SREBP Konzentrationen mittels immunhistochemischer Methoden Uber-
prufen.

Die Hochregulation der Cholesterolbiosynthese stellt mdglicherweise eine
generelle adaptive Reaktion des Wirtes auf extrazellularen Stress dar.
Ausloser dieser Reaktion kdnnen dabei Stressoren unterschiedlicher Natur
sein, wie Hypoxie durch Minderperfusion und erhohten Sauerstoffbedarf
oder oxidativer Stress durch eine hochregulierte Immunabwehr. Robichon
et al. untersuchten die Transkription von SREBP Zielgenen unter Sauer-
stoffmangelbedingungen in Hefen und unter hohen Temperaturen in Sau-
getierzellen. In beiden Fallen war eine Hochregulation des Sterolbiosyn-
theseweges zu verzeichnen. Die Autoren schlussfolgern daraus sogar,
dass SREBP Sauerstoffsensoren besitzt und mit Hitzeschockproteinen
interagiert um die Cholesterolsynthese zu induzieren (Robichon und
Dugail 2007). Dieser Mechanismus konnte daher eine Begrundung fur die
gesteigerte Biosynthese im Pneumoniemodell sein. Moglicherweise flhrt
die schwere Lungenentzindung bei dieser Sepsisform Uber einen gestor-
ten Gasaustausch zur Hypoxie und schlieBlich zu Zellschaden (Dyke und
Brown 1994). SREBP konnte uber den oben beschriebenen Mechanismus
die Cholesterolsynthese induzieren und damit zur Reparatur der bescha-

digten Zellmembranen beitragen.
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Da in dieser Arbeit differenzierte Regulationen der Cholesterolbiosynthese
zwischen den beiden untersuchten Modellen gezeigt wurden, werden er-
regerspezifische Mechanismen fur die Anpassung der Syntheseleistung
vermutet.

Pneumolysin als einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von S.pneumoniae
ist ein Cholesterol-abhangiges Cytolysin (Gilbert 2010). Dessen Wirkung
im Wirtsorganismus wird damit direkt durch das Vorhandensein bzw. die
Neubildung von Cholesterol im Wirt beeinflusst. Untersuchungen von
Weber et al. weisen darauf hin, dass erhdhte Plasmacholesterolspiegel im
Mausmodell die zytolytische Aktivitat von Pneumolysin stéren kann. Dabei
fuhrte eine Prainkubation von Pneumolysin mit Plasma hypercho-
lesterolamischer Mause zu einer Verminderung von PLY-induzierten Lun-
genbarrierendysfunktionen und von Alveolarmakrophagennekrosen
(Weber et al. 2012).

In dieser Arbeit wurde der Effekt eines Pneumolysin-defizienten Stammes
auf die Transkriptomik und Metabolomik der hepatischen Cholesterolbio-
synthese der Maus systematisch untersucht (Weber et al. 2012). Diese
mittels IDM (insertion duplication mutagenesis) generierten Stamme haben
eine wesentlich verringerte Virulenz im Vergleich zu ihrem Wildtyp und
weisen damit eine verminderte Wahrscheinlichkeit der Sepsisentstehung
im Wirt auf (Harvey et al. 2011). Der Effekt der hier untersuchten Pneumo-
lysin-defizienten Form von Serotyp 19 zeigte sich im hepatischen Tran-
skriptom als eine Hochregulation der Cholesterolbiosynthese, welche den
Effekt des Pneumolysin-produzierenden Wildtypes deutlich Ubersteigt. Da
de facto alle untersuchten Serotypen aul3er der defizienten Form Pneumo-
lysin bilden (Kalin 1998) und flr alle Serotypen eine Hochregulation bzw.
keine angepasste Regulation fur Serotyp 2 nachgewiesen wurde, scheint
die Regulation der Cholesterolbiosynthese auf Transkriptomebene unab-
hanging vom Pneumolysingehalt des Erregers zu stattzufinden. Bei Vor-

handensein einer spezifischen Immunantwort auf PLY ware im Falle des
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Pneumolysin-defizienten Stammes eine unregulierte Transkription zu
erwarten gewesen. Die Hypothese, dass die Hypercholesterolamie eine
transkriptionelle adaptive Wirtsreaktion auf die Pneumoylsine von S.
pneumoniae darstellt, ist durch die Ergebnisse der vorgelegten Untersu-
chung widerlegt. Es lasst sich aber vermuten, dass Pneumolysin in der
Lage ist Uber einen bisher unbekannten Mechanismus die Cholesterolbio-
synthese des Wirtsorganismus zu storen, um eine Cholesterol-bedingte
Inaktivierung zu verhindern und die Abwehrbereitschaft des Wirtsimmun-
systems zu senken.

Das Spektrum an Regulationen auf der Seite der Metabolite ist hingegen
weniger einheitlich: wahrend sich die deutliche Hochregulation der Cho-
lesterolbiosynthese im Transkriptom fur Lanosterol und Desmosterol
bestatigt, ist dagegen zum spaten Beobachtungszeitpunkt fur Cholesterol
ein Konzentrationsanstieg flur den Wildtyp und ein Konzentrationsabfall fur
die Pneumolysin-defiziente Form von Serotyp 19 zu beobachten. Fur den
PLY-defizienten Stamm liegt also eine starke Differenz zwischen
Transkriptionsaktivitdt und Konzentration des Endproduktes Cholesterol
vor. Diese Unterschiede kdnnten am plausibelsten durch einen verstarkten
Verbrauch an Cholesterol im Rahmen der Immunabwehr gegen den
Pneumolysin-defizienten Stamm bedingt sein. Da diesem Serotyp ein we-
sentlicher Virulenzfaktor fehlt und die Pneumolysin-bedingte Stérung der
Wirtsabwehr nicht wirken kann, ware die effektivere Immunantwort mit ei-
nem hohen Bedarf an Cholesterol fur Zellteilung und Reparaturprozesse
eine mogliche Ursache fur den beobachteten Konzentrationsabfall
(Vyroubal et al. 2008). Unabhangig davon wurde PLY als PAMP flr das
angeborene Immunsystem identifiziert und 16st im Wirtsorganismus Uber
die Interaktion mit TLR-4 die Bildung der Zytokine IL-1p und IL-18 aus,
welche eine grolRe Rolle in der Vermittlung der Pneumokokken-
spezifischen Immunantwort spielen (Dinarello 2009).

Die Einfluisse von Cholesterol auf die Funktion von PLY sind dabei
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Gegenstand mehrerer Studien: So beobachteten Nollmann et al. in vitro
und in vivo (Mausmodell) die Storung der Bildung der zytolytischen Poren
durch Gabe von freiem Cholesterol (Nollmann et al. 2004) und Marquart et
al. wiesen bei Pneumokokkenkeratitis im Kaninchenmodell eine signifikant
bessere Heilung der Cornea-Lasionen nach lokaler Applikation von Cho-
lesterol in das Auge nach (Marquart et al. 2007). AuRerdem reichen schon
geringe Mengen an freiem Cholesterol aus, um die hamolytische Aktivitat
von PLY zu neutralisieren (Weber et al. 2012). Dabei ist nur Cholesterol im
Gegensatz zu anderen cholesterolahnlichen Sterolen in der Lage die PLY
Funktion zu inhibieren (Nollmann et al. 2004). Diese Studien implizieren,
dass hohe Plasmacholesterollevel im Wirtsorganismus eine endogene
Neutralisationsstrategie dieses PAMPs darstellen konnten, die Uber die
Interaktion mit TLR-4 vermittelt wird. Zur Klarung dieses Zusammenhangs
sind weitere Untersuchungen Uber die Bindungsaffinitaten von PLY und
TLR-4 mit hohen und niedrigen Plasmacholesterolspiegeln z.B. mit Hilfe
eines Rezeptorbindungsassays notig. Aulderdem konnten Untersuchungen
der TLR-4-Antwort speziell im Pneumokokkeninfektionsmodell ange-
schlossen werden.

Die porenbildende Aktivitat Pneumolysins hat fiir S.pneumoniae somit
moglicherweise eine bivalente Rolle inne: zum einen ermoglicht es dem
Bakterium Wirtszellen und Gewebe zu beschadigen und Immunabwehr-
mechanismen zu umgehen und zum anderen stimuliert es selbst die an-
geborene Immunabwehr (Witzenrath et al. 2011).

Weitere Studien zeigten auRerdem, dass Pneumolysin in seiner porenfor-
menden Aktivitat einer deutlichen Variation unterworfen ist, so dass bei
einigen Serotypen ein nicht-hamolytisches PLY nachgewiesen werden
konnte, aul3erdem ist die porenformende Aktivitat deutlich von der produ-
zierten Pneumolysinmenge abhangig (Jefferies et al. 2007). Trotz dieser
Funktionseinschrankung waren Serotypen mit nicht-hamolytischen PLY zu

einer Krankheitsprogression in der Lunge fahig (Kirkham et al. 2006).
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Serotyp 2 und Serotyp 19 zeigten in vorherigen Untersuchungen ver-
gleichbare Pneumolysinkonzentrationen mit gleicher hamolytischer Aktivi-
tat (Weber et al. 2012). Trotz dieser Gleichschaltung bezuglich des Viru-
lenzfaktors PLY sind die Regulationen dieser beiden Serotypen im
Transkriptom signifikant verschieden. Dieses Ergebnis unterstreicht damit
die Bedeutung weiterer Virulenzfaktoren in der Krankheitsprogression
einer Pneumokokkenpneumonie.

Zudem sind bereits Serotypen-spezifische Unterschiede in der Atiologie
von Pneumokokkeninfektionen nachgewiesen worden: So verursachte
eine Infektion mit niedrigvirulentem Serotyp 19, im Gegensatz zum hochvi-
rulenten Serotyp 2 im murinen Modell eine deutliche Permeabilitatssteige-
rung im Lungengewebe (Henken et al. 2010). Durch diesen Mechanismus
konnte, im Rahmen der Cholesterolbiosyntheseinduktion gebildetes,
Plasmacholesterol besser in das Alveolarkompartiment eindringen und
dort die zytolytische Funktion von PLY storen (Maus et al. 2004, Weber et
al. 2012). Dieser Zusammenhang liefert damit ein Beispiel einer adaptiven
Wirtsreaktion auf Pneumokokken, die die Disseminierung des Pathogenes
von der Lobarpneumonie zur Sepsis effektiv verhindert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit in Zusammenschau mit den beschriebenen
Studien weisen darauf hin, dass es sich bei der Hochregulation der Cho-
lesterolbiosynthese um eine erregerspezifische adaptive Wirtsantwort auf
eine Infektion mit S.pneumoniae handelt. Das Ausbleiben der Synthese-
steigerung fur den hochvirulenten Serotyp 2 scheint dabei die erste sero-
typenspezifische Beschreibung einer maladaptiven Wirtsanwort im Pneu-
moniemodell zu sein. Zur genaueren Untersuchung dieser vermuteten
Maladaptation ware fur folgende Studien die Einbeziehung eine
Pneumoylsin-defizienten Form dieses Serotypes in Cholesteroltranskrip-
tomuntersuchungen sinnvoll. Es lasst sich des Weiteren schlie3en, dass
viele der protektiven Effekte einer Hypercholesterolamie im Mausmodell

Uber die cholesterolvermittelte Inhibition des Virulenzfaktors Pneumolysin
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ermdglicht werden. Die Induktion der Genexpression der Cholesterolbio-
synthese liegt im Einklang mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die
diese fur Pneumokokkenpneumonien auf Enzymebene nachweisen konn-
ten (Guckian 1973, Canonico et al. 1977). Die hier vorgelegte Studie
schliefdt allerdings PLY als einen Ausldser der Steigerung der Cholesterol-
biosynthese auf Transkriptomebene aus. Damit ist dieses Ergebnis von
den Aussagen der aktuellen Veroffentlichung von Weber et al. abzugren-
zen, da sich ein Ausbleiben der Cholesterolsyntheseinduktion auf Tran-
skriptomebene fir den PLY defizienten Stamm von S19 nicht nachweisen
lie (Weber et al. 2012). In diesem Zusammenhang konnte eine starke
posttranskriptionelle Modifikation eine Rolle spielen, welche in Folge zu
den zum Teil differierenden Ergebnissen der Metabolomuntersuchungen
dieses Stammes fuhren koénnten.

Es wird vermutet, dass weniger ein einziger Virulenzfaktor, sondern viel-
mehr das Zusammenwirken mehrerer pathogener Eigenschaften von
S. pneumomiae in der Summe zu einer adaptiven Steigerung der Cho-
lesterolbiosynthese des Wirtes fuhrt. Aktuelle Studien weisen zudem da-
rauf hin, das neben weiteren Virulenzfaktoren dabei auch die Kapselpoly-
saccharide von Pneumokokken eine kritische Rolle spielen (Hyams et al.
2010, Lysenko et al. 2010). Diese Arbeit liefert damit Ergebnisse die im
Trend von Hinweisen einer Serotypen-spezifischen Immunantwort bei

Pneumokokkeninfektionen liegen (Seyoum et al. 2011).

Fur die Beurteilung fokus- und erregerspezifischer Unterschiede in der
Regulation der Cholesterolbiosynthese wurden gleiche Untersuchungen
im Modell einer polymikrobiellen Peritonitis durchgefuhrt. Im Transkriptom
ist dabei eine konzertierte Herunterregulation der Cholesterolbiosynthese
zu beobachten. Im Metabolom hingegen stehen Senkungen der Konzen-
tration von Lanosterol, Konzentrationsanstiegen von Desmosterol gegen-

Uber. Im  Gegensatz zum  Pneumoniemodell  wurden hier
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gemischt Gram-positive, Gram-negative Erregersuspensionen verwendet,
die somit kein definiertes Spektrum an Virulenzfaktoren aufweisen, um die
Umstande einer sekundaren polymikrobiellen Peritonitis besser wiederzu-
geben.

In diesem Zusammenhang ist die Studienlage uneinheitlich. Einerseits
wies eine Studie von Memon et al. nach dass sich die Serumcholesterol-
spiegel und die Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase nach LPS Gabe im
Tiermodell erhohen (Memon et al. 1993). LPS ist ein Endotoxin Gram-
negativer Bakterien, die den grof3ten Anteil der in dieser Arbeit verwende-
ten Erreger der Faecessuspension ausmachen. Dabei ist das Lipoprotein
HDL in der Lage LPS an seiner Oberflache zu binden und erleichtert so
den Transport des Endotoxins zur Leber, wo die Detoxifikation stattfinden
kann (Levine et al. 1993, Read et al. 1993). Andererseits aber verhalt sich
der Plasmacholesterolspiegel als negatives Akute-Phase Reagenz
(Chiarla et al. 2010) und fallt bei Sepsis, nach Operationen und Verletzun-
gen, bei Leberdysfunktion und nach akuten Hamorrhagien ab. Hauptme-
chanismen dieser Senkung sind neben der Stérung der Cholesterolsyn-
these cholesterolsenkende Effekte inflammatorischer Mediatoren, wie IL-6
und 11-10, und Hamodilution durch Blutverlust (Wilson et al. 2003, Bonville
et al. 2004). Bei polymikrobieller Peritonitis liegt der Infektionsfokus naher
am Syntheseorgan Leber und somit ware eine Stérung der Cholesterol-
biosynthese durch direkte Parenchymbeschadigung moglich. Zudem
konnte diese durch Infektion ausgeldste Leberdysfunktion zu einer Cho-
lestase fuhren, welche Uber einen negativen Feedbackmechanismus der
Gallensauren zu einer Hemmung der Cholesterolbiosynthese fuhrt
(Feingold et al. 1995). Diese Mechanismen kdénnten in einer nachfolgen-
den Studie durch Einbeziehung von Lebersynthese- und Cholestasepara-
metern, wie Cholinesterase, y-GT und Glutamatdehydrogenase genauer
untersucht werden.

Es sollte weiterhin berucksichtigt werden, dass die Cholesterolbiosynthese
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einer vom endokrinen System abhangigen Regulation unterworfen ist. Das
Schlusselenzym HMG-CoA-Reduktase wird fur eine schnelle Anpassung
an den Cholesterolbedarf durch Interkonvertierung reguliert. So wird es bei
ATP-Mangel durch die AMP abhangige Kinase phosphoryliert und damit
inaktiviert. Dieser Prozess lauft im Hungerzustand unter Glukagoneinfluss
zur Einsparung von Energieaquivalenten (ATP) ab. Insulin und Schilddru-
senhormone hingegen induzieren die Desphosphorylierung d.h. die Akti-
vierung der HMG-CoA-Reduktase (Wiss 1977). AulRerdem wurde eine ne-
gative Feedbackregulation nicht nur fur das Schlisselenzym
nachgewiesen, sondern unter anderem auch fur die Mevalonatdecar-
boxylase (Dorsey und Porter 1968, Hinson et al. 1997). Da die Tiere in der
vorgelegten Untersuchung freien Zugang zu Standardtiernahrung hatten,
ist von einem geringeren Einfluss einer Glukagon-induzierten Deaktivie-
rung des Schlisselenzyms auszugehen. Allerdings konnte Gber die Nah-
rung zugefuhrtes exogenes Cholesterol eine Hemmung der endogenen
Synthese der Versuchstiere zur Folge gehabt haben. Zum Ausschluss die-
ser Einflussgrofe ist fur folgende Studien die Erstellung eines Fastenre-
gimes empfehlenswert. Als weitere Einflussgrof3en flr die beobachteten
Differenzen zwischen Transkriptom und Metabolom kénnten die zirkadiane
Rhythmik der Cholesterolbildung mit einem Gipfel der Syntheseleistung
zwischen 02:00 und 04:00 und der geringe Anteil der Cholesterolbiosyn-
these, der im distalen Teil des Dinndarms stattfindet, gezahlt werden.

Das Spektrum an unterschiedlichen Erregerklassen in dieser Untersu-
chung verursacht mdglicherweise eine Uberschneidung erregerspezifi-
scher Wirtsreaktionen und fuhrt durch einen Summationseffekt letztlich zur
Hemmung der Cholesterolbiosynthese. Dieses Ergebnis verdeutlicht die
Relevanz des Infektionsfokus und des Erregerspektrums fur die adaptive
Wirtsantwort auf Cholesterolbiosynthesesebene, da diese sich zwischen
Pneumonie- und Peritonitismodell wesentlich unterscheidet.

Die vorgelegten Ergebnisse legen aufllerdem nahe, dass die fur das
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Pneumoniemodell vermutete protektive Rolle einer Hypercholesterolamie
in der adaptiven Wirtsreaktion im Peritionitismodell keine grof3ere Rolle
spielt. Da in einigen Fallen in dieser Arbeit deutliche Unterschiede zwi-
schen Transkriptomik und Metabolomik auffallig waren. Wirde sich in wei-
teren Studien eine Untersuchung der verwendeten Transkripte auf Prote-
omebene anbieten. Dabei konnten die Einflusse posttranskriptioneller und
posttranslationaler Modifikation durch Immunhistochemie und Enzymakii-
vitatsuntersuchungen genauer analysiert werden und somit eine vollstan-

dige Kette vom Transkriptom Uber das Proteom zum Metabolom liefern.

Bedeutung der Charakteristik der Wirtsreaktion fiir den Einschluss
von Patienten in klinische Studien

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit sollten in klinischen Studien auf
Relevanz der Ergebnisse im humanen Organismus Uberprift werden. Da-
bei mussten insbesondere die Cholesterolspiegel engmaschig untersucht
werden, um eine Veranderung der Krankheitsprogression rechtzeitig zu
erkennen. Belegt durch experimentelle Daten sollten Grenzwerte
insbesondere fur die septischen Foki Pneumonie und Peritonitis festgelegt
werden. Bei einem Abfall der Cholesterolspiegel unter diese Grenzwerte
kénnte dann die Wirkung der Cholesterolmangelsituation durch Gabe par-
enteraler cholesterolreicher Substrate abgemildert werden und somit mog-
licherweise das Outcome der Patienten verbessert werden. Dabei sind
negative Effekte einer Uber den septischen Krankheitsverlauf bestehenden
Hypercholesterolamie durch ihre vor allem langfristige arteriosklerotische
Wirkung als eher gering einzuschatzen (Kaunitz 1988).

In diesem Zusammenhang ist die Verwendung von Statinen bei septischen
Patienten zur Verbesserung des Outcomes umstritten. Diese wirken
primar als HMG-CoA-Reduktase Hemmer. Durch intrazellularen
Cholesterolmangel kommt es zu vermehrter Cholesterolaufnahme in die

Zellen und dadurch zu einer Verringerung des zirkulierenden
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Plasmacholesterols in Form von LDL. Einige Studien beobachteten retro-
spektiv und in Metanalysen eine protektive Rolle von Statinen vor Mortali-
tat bei schweren Infektionen und Sepsis (Almog et al. 2004, Mortensen et
al. 2005, Janda et al. 2010, Rothberg et al. 2012). Andere Studien hinge-
gen kamen zu dem Schluss, dass die Statintherapie keine positiven Effek-
te auf das primare und sekundare Outcome fur Patienten mit Sepsis habe
(Liappis et al. 2001, Yende et al. 2011, Somma und Weinstock 2011,
Goodin et al. 2011). Dabei wird ein Grofteil der Wirkungen in allen aufge-
zeigten Studien nicht der Senkung der Cholesterolspiegel zugeschrieben,
sondern der grol3en Bandbreite an antiinflammatorischen Effekten dieser
Medikamentenklasse (Liao 2002). Diese Wirkungen betreffen die Funktion
von Leukozyten, Monozyten und T-Zellen sowie die Freisetzung inflamma-
torischer Zytokine und Akute Phase Proteine (Rosenson et al. 1999,
Diomede et al. 2001, Yoshida et al. 2001, Kleemann et al. 2004). Auler-
dem wurden antioxidative Wirkungen beschrieben sowie direkte antikoa-
gulatorische Effekte und eine positive Auswirkung auf die Endothelfunktion
(Laufs et al. 1997, Huhle et al. 1999, Rikitake et al. 2001, Wassmann et al.
2002). In weiteren klinischen Studien wird sich zeigen mussen, ob bereits
mit Statinen behandelte Patienten bei schweren Infektionen weiterhin mit
Statinen behandelt werden sollten und ob Hochrisikopatienten fur die Ent-
wicklung einer schweren Sepsis wahrend der Phase der starksten Gefahr-
dung eine supportive Statintherapie erhalten sollen (Terblanche et al.
2006). Dabei sollte fur das intensivpflichtige Patientengut eine Abwagung
des Nutzens gegen das Nebenwirkungsprofil dieser Medikamente, mit sel-
tener Leber- und Nierenschadigung sowie Rhabdomyolyse erfolgen.

Damit stehen sich zwei Therapieoptionen im septischen Kontext gegen-
uber: Die Erreger-spezifische Unterstutzung der Wirtsantwort durch
Cholesterolgabe einerseits und die Statintherapie mit protektiven pleiotro-
pen Effekten aber einer Cholesterolspiegelsenkung andererseits.

Diese Konzepte mussen sich dabei nicht zwangslaufig widersprechen:
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Weitere Studien werden zeigen mussen, ob eine geringe Statindosis die
immunmodulatorischen Effekte vielleicht sogar nutzen kann, ohne die

Cholesterolspiegel zu stark zu senken.

Cholesterolspiegel als theragnostisches Mittel

Das Phanomen der Hypocholesterolamie in Assoziation mit schwerer In-
fektion und Sepsis ist in vielen klinischen Studien beschrieben (Iribarren et
al. 1998, Wilson et al. 2003, Dunham und Chirichella 2011). Allerdings
wurden diese Schlisse meist durch grof3e retrospektive Ansatze ohne Dif-
ferenzierung in der Atiologie des septischen Krankheitsbildes erhoben. In
diesen rein deskriptiven Studien wurde Hypocholesterolamie oft als nega-
tiver Pradiktor fur die weitere Krankheitsprogression identifiziert. Dabei gibt
es leider bisher keine klinischen Daten, die die Auswirkungen eines erhoh-
ten Cholesterolspiegels bei Sepsis auf das Outcome von Patienten be-
schreiben.

Fir die weitere Untersuchung dieser Zusammenhange musste die Erstel-
lung von prospektiven Studien weiter forciert werden. So konnten Dunham
et al. in einer prospektiven Untersuchung bei einer sehr kleinen Patienten-
gruppe von 28 ITS Patienten die negativen Auswirkungen von geringen
Cholesterolspiegeln auf die Prognose bereits bestatigen (Dunham et al.
2003). Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit implizieren, dass in zukunfti-
gen Studien eine systematische Differenzierung der Sepsis nach Infekti-
onsfokus und beteiligten Erregern vorgenommen werden sollte. Fir jede
dieser Patientengruppen sollten Syntheseparameter der Cholesterolsyn-
these sowie der Cholesterolspiegel erhoben werden, um dann valide Aus-
sagen Uber die Zusammenhange zwischen septischen Fokus, Cho-
lesterolspiegel und damit assoziiertem Outcome treffen zu koénnen.
Abhangig von diesen Ergebnissen ware daraufhin eine Erprobung der
Gabe von cholesterolreicher parenteraler Ernahrung fur septische ITS-

Patienten sinnvoll.
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6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit weisen eine adaptive Wirtsreaktion
der Leber auf Ebene der Cholesterolbiosnythese in Abhangigkeit vom In-
fektionsfokus und dessen Erregerspektrum bei Sepsis nach. Transkriptom
und Metabolom der Cholesterolbiosynthese zeigen dabei fur das Pneu-
monie- und das Peritonitismodell unterschiedliche erregerspezifische
Muster.

Die konzertierte Hochregulation der Cholesterolbiosynthese fur die S.
pneumoniae-induzierte Pneumonie scheint eine erregerspezifische adap-
tive Wirtsantwort auf eine Infektion mit spezifischen Pneumokokkensero-
typen zu sein. Die Erhdhung des Cholesterolspiegels wirkt sich dabei
madglicherweise positiv auf die Effektivitat der Abwehrreaktion des Wirtes
aus, indem die zytolytische Funktion des Virulenzfaktors Pneumolysin ge-
stort wird.

Diese Arbeit belegt, dass Pneumolysin, trotz in Frage kommender Mecha-
nismen, nicht der Ausloser einer gesteigerten Cholesterolbiosynthese bei
Pneumokokkensepsis sein kann, da der Pneumolysin-defiziente Stamm
eine starkere Hochregulation zeigte, als Pneumolysin enthaltende Wildty-
pen. Es wird daher vermutet, dass die Synthesesteigerung durch das Zu-
sammenwirken anderer pathogener Eigenschaften von S. pneumoniae,
wie den Kapselpolysacchariden, getriggert wird. Die ausbleibende Steige-
rung der Cholesterolsynthese fur den hochvirulenten Serotyp 2 wird zu-
dem als eine maladaptive Wirtsantwort gewertet, die zu besonders schwe-
rer Krankheitsprogression fuhrt.

Die Herunterregulation der Cholesterolbiosynthese fur den zweiten unter-
suchten Infektionsfokus Peritonitis, weil3t auf andere ablaufende Prozesse
im Rahmen der adaptiven Wirtsreaktion hin, welche auch im klinischen

Kontext berticksichtigt werden sollten.
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Die vorgelegte weiterflihrende Untersuchung von tierexperimentellem Ma-
terial zeigt wichtige Zusammenhange der Pathogen-Host Interaktion bei
Sepsis unterschiedlicher Genese. Dabei sollte die Differenz der Ergebnis-
se allein zwischen den beiden haufigsten septischen Foki Anlass geben
fur zuklnftige klinische Studien nicht nur die Schwere des septischen
Krankheitsbildes, sondern auch beteiligte Erreger und deren Eintrittsort in
den Organismus starker berucksichtigen, um die wirkenden Prozesse der
adaptiven Wirtsreaktion in der Entwicklung der Sepsistherapie besser zu
verstehen. So implizieren die Ergebnisse dieser Untersuchung, dass sep-
tische Patienten mit Pneumokokkenpneumonie mdglicherweise von einer
Cholesterolgabe profitieren konnten.

Im komplexen Feld der pathogenetischen Zusammenhange von Sepsis
liefert diese Arbeit zudem einen Nachweis, dass Cholesterolspiegel nicht
nur in retrospektiven Studien, sondern auch in praklinischen experimentel-
len Untersuchungen in Mausmodellen deutlichen Regulationen unterwor-
fen sind, die Auswirkungen auf das Uberleben des Wirtsorganismus haben

konnten.
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dass ich die gleiche, eine in wesentlichen Teilen ahnliche oder eine ande-
re Abhandlung nicht bei einer anderen Hochschule als Dissertation einge-

reicht habe.

Jena, 10.06.2012 Franz Alisch
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