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1 Zusammentfassung

Wissenschaftlicher Hintergrund

Der Begriff der Sepsis wurde schon ca. 400 v. Chr. gepriagt. Trotz der langen Geschichte
dieses Krankheitshildes stellt die Sepsis auch heute noch eine grofe Herausforderung in
der Medizin dar. Nach neueren Untersuchungen ist die Sepsis, nach der koronaren Herz-
krankheit und dem akuten Myokardinfarkt, die dritthdufigste Todesursache in Deutsch-
land. Die Sepsis ist das Ergebnis einer Infektion gepaart mit der komplexen systemischen
Entziindungsreaktion des Wirtsorganismus auf dieselbe. Pathogene und deren Produkte
(PAMPS) triggern die systemische Wirtsantwort (SIRS) durch Aktivierung des unspe-
zifischen Immunsystems. Immunkompetente Zellen, pro- und anti-inflammatorische Zy-
tokine sind die Hauptverantwortlichen der systemischen Entziindungsreaktion. Es gibt
verschiedene Mechanismen, in deren Folge die systemische Entziindungsreaktion zum
Versagen multipler Organsysteme fiihren kann. Dazu zéhlen endotheliale Dysfunktionen,
Héamostasestorungen, Barrierestérungen, endokrine Dysfunktionen und die Apoptosein-
duktion.

Thrombozyten spielen eine entscheidende Rolle fiir die Pathogenese des SIRS und der
Sepsis. Die entziindungsabhéangige Aktivierung der Thrombozyten kann zur thromboti-
schen Mikroangiopathie und disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) fiihren, oder
durch Interaktion mit dem Immunsystem Einfluss auf die Entziindungsreaktion nehmen.
Thrombozyten verfiigen iiber eine Vielzahl von Moglichkeiten die Funktion des Immun-
systems zu beeinflussen.

Es gibt verschiedene Arten von Thrombozytenaggregationshemmern, die vor allem zur
Sekundérpréavention kardio-, zerebro- und periphervaskuldrer Erkrankungen eingesetzt
werden. In tierexperimentellen und retrospektiven Studien konnte ein Benefit fiir die
Gabe von Thrombozytenaggregationshemmern, wie Clopidogrel und Aspirin, bei syste-
mischer Entziindung gezeigt werden. Die Gabe der Thrombozytenaggregationhemmer
fithrte u. a. zu einem geringeren Thrombozytenabfall, einer verminderten Fibrindeposi-
tion und zu einer Anderung der Genexpression in den peripheren Blutzellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung eines moglichen Einflusses von Clopi-



dogrel auf die Expression inflammationsrelevanter Gene im Endotoxin-Modell der Maus.

Methodik

Die zu untersuchenden Mé&use wurden randomisiert den vier Versuchsgruppen zuge-
teilt: 1. K-Gruppe: normales Trinkwasser fiir 5 Tage, dann i.p. NaCL 2. S-Gruppe:
normales Trinkwasser fiir 5 Tage, dann i.p. LPS 3. CK-Gruppe: 5 Tage Trinkwasser
mit Clopidogrel, dann i.p. NaCl 4. CS-Gruppe: 5 Tage Trinkwasser mit Clopidogrel,
dann i. p. LPS. Anschliefsend erfolgte eine Blutentnahme sowie die Extraktion von Herz,
Leber und Hirn. Nach RNA-Isolation erfolgte die Analyse der Genexpression mittels
Real-Time-PCR. Analysiert wurden fiinf ausgewéhlte Gene (I1-6, 11-10, Hifla, Myd88,
PAI-1) die jeweils eine wichtige Rolle fiir die systemische Entziindungsreaktion spielen.
Als Normierungsbasis fiir die Ergebnisse der Real-Time-PCR dienten zuvor ausgewéhlte
und auf ihre Tauglichkeit gepriifte Referenzgene. Zusétzlich wurden aus dem Blut der
Versuchstiere verschiedene himatologische Parameter bestimmt. Um eine hohe Giite der

Versuchsergebnisse zu gewéhrleisten, erfolgte eine umfangreiche Qualitatskontrolle.

Ergebnisse und Diskussion

Versuchstiere mit LPS-Injektion (S) zeigen signifikant geringere Thrombozytenzahlen als
Tiere ohne LPS-Injektion (K). Dieser LPS-induzierte Thrombozytenabfall kann durch
die Gabe von Clopidogrel (CS) verhindert werden. Weiterhin zeigt sich bei fast allen
Genen in Herz, Leber und Hirn eine massive Zunahme der Transkriptionsaktivitit nach
LPS-Injektion. Clopidogrel fiihrt nur bei einzelnen Genen in Herz und Leber zu geringen
Verédnderungen der Genexpression. Nur bei Hifla in der Leber fithrt Clopidogrel zu einer
geringen Abschwichung der, durch LPS-Injektion, gesteigerten Transkriptionsaktivitét.
Uber den P2Y15 Rezeptor fithrt Clopidogrel zu einer relativ spezifischen Thrombozy-
tenhemmung. Die Modulation der Genexpression durch Clopidogrel erfolgt thrombozy-
tenabhéngig. Zusétzlich hemmt Clopidogrel die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion.
In der vorliegenden Arbeit hat Clopidogrel fast keine Wirkung auf die organspezifi-
sche Genexpression. Somit scheinen Thrombozyten bzw. Thrombozyten-Leukozyten--
Interaktionen keine Auswirkung auf die Genexpression in den Organen zu haben. Der
Benefit von Clopidogrel bei Sepsis ist demnach moglicherweise vor allem auf die anti-
thrombotische Wirkkomponente der Medikamente zuriickzufiihren. Dennoch spricht die
Widerlegung der Hypothese, dass Clopidogrel die Expression entziindungsrelevanter Ge-
ne beeinflusst, nicht gegen eine Anwendung von Thrombozytenaggregationshemmern zur

Pravention und Therapie der Sepsis in der Klinik.



2 Einleitung

2.1 Sepsis

2.1.1 Historische Entwicklung

In einer Arbeit von Kreymann und Wolf (1996) wird die Geschichte der Sepsis ausfiihr-
lich beschrieben. Schon ca. 400 v. Chr. beschrieb Hippokrates eine Krankheit, die nach
Verwundung als Fieber beginnt und héufig mit dem Tod endet. Verantwortlich machte er
faulende Materie und préagte damit sowohl den Begriff der Sepsis (griech. onmw =“faul
werden”), als auch die pathophysiologische Vorstellung der Entstehung dieser bis zur
Mitte des 19. Jahrhunderts. Ibn Sina beschrieb um 1000 n. Chr. ein Krankheitsbild, bei
dem die Faulnis des Blutes ein kontinuierliches Fieber bedingt. Boerhaave, ein hollan-
discher Anatom und Pathologe, postulierte 1751 die Existenz einer ,schadlichen Sub-
stanz die aerogen Wunden infizieren kann und so zu einer systemischen Erkrankung
fithrt. Auch die Einfithrung der Héndedesinfektion durch Ignaz Semmelweis im Jahre
1847 fufite auf der Vorstellung, dass die Ubertragung putrider Gifte krankheitsauslésend
ist. Erst die Einfiihrung der modernen Mikrobiologie um 1860 durch Koch und Pasteur
schaffte eine Grundlage fiir eine rationale Erklarung der Sepsis. 1885 definierte Ziegler
in seinem Lehrbuch der Pathologie die Sepsis als ,Vergiftung des Organismus durch To-
xine, Toxalbumine, Fermente und andere Produkte bakteritischer Zersetzung, also eine
septische Intoxikation“. 1906 schrieb Lehnhartz, damaliger arztlicher Direktor des All-
gemeinen Krankenhauses Eppendorf in Hamburg, in seiner Monografie ,Die septischen
Erkrankungen®, dass man unter Sepsis alle durch Eiterkokken und andere Bakterien be-
dingten Allgemeinerkrankungen versteht und kein Zusammenhang mit Faulnis besteht.
Die Entdeckung der Penicilline 1928 durch Fleming und die Weiterentwicklung des in-
tensivmedizinischen Monitorings in den 70-80er Jahren sind wichtige Meilensteine in
der Entwicklung der Sepsisbehandlung. Eine erste moderne Definition der Sepsis lieferte
Bone 1991. Er beschrieb die Sepsis als Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer

Toxine in den Blutstrom, gepaart mit der systemischen Reaktion des Organismus auf



diese (Kreymann und Wolf 1996).

2.1.2 Definition

Die Sepsis imponiert als komplexe, systemische Entziindungsreaktion des Wirtsorganis-
mus auf eine Infektion. Derzeit gibt es keinen Parameter, der allein zur Diagnose der
Sepsis fithren kann (Hagel und Brunkhorst 2011). Grundlage der heutzutage verwen-
deten Sepsisdefinition stellen nach wie vor die 1992 verabschiedeten Diagnosekriterien
(Tabelle 2.1) der Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians (ACCP)
und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) dar (The ACCP/SCCM Consensus
Committee 1992). Wichtig zu bemerken ist, dass in ca. 30 % aller Fille kein mikrobiolo-
gischer Infektionsnachweis gefiihrt werden kann. Haufig weisen Patienten ein ,systemic
inflammatory response syndrome’ (SIRS) mit multiplen Organdysfunktionen auf, ohne
dass ein kausaler Zusammenhang mit einer Infektion nachweisbar ist (Reinhart et al.
2010).

2001 kam es zu einer erneuten Konferenz, in deren Rahmen ein Staging-Konzept fiir
die Sepsis (PIRO), bestehend aus den vier Kriterien Pridisposition (P), Infektion (I),
Immunantwort (R fiir ,Response®) und Organdysfunkion (O), vorgestellt wurde, um den
neuen pathophysiologischen Erkenntnissen Rechnung zu tragen (Levy et al. 2003). Der-
zeit hat die PIRO-Klassifikation keine klinische Relevanz, da erst grofse epidemiologische

Untersuchungen ihren Nutzen zeigen miissen (Gerlach 2006).

2.1.3 Epidemiologie

Trotz der Entwicklung moderner Monitoring- und Therapieverfahren stellt die Sepsis auf-
grund hoher Mortalitédtsraten und steigender Inzidenz weltweit nach wie vor eine grofse
Herausforderung in der Medizin dar (Angus et al. 2001, Martin et al. 2003). Im Jah-
re 2003 hat das Kompetenznetz Sepsis (SepNet) eine deutschlandweite, repriasentative
Querschnittsstudie initiiert, um erstmals verldssliche Daten beziiglich der Haufigkeit und
Mortalitéit der schweren Sepsis und des septischen Schocks in Deutschland zu generie-
ren (Engel et al. 2007). Die Erhebung erfolgte auf 454 Intensivstationen an 310 zuféllig
ausgewéhlten Krankenhédusern in ganz Deutschland. Besonderer Fokus wurde auf die
Repréasentation verschiedener Grofsen und Versorgungstypen der Krankenhéuser gelegt.
Die aufgrund der erhobenen Daten geschétzte Préavalenz der Sepsis auf allen deutschen
Intensivstationen betriagt 11-14 %, die Pravalenz der schweren Sepsis 10-12 %. Der In-
fektfokus war bei 63 % der Patienten ein Atemwegsinfekt, bei 25% intraabdominelle



Tabelle 2.1: Diagnosekritierien fiir Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock

I. Nachweis der Infektion
Diagnose einer Infektion iiber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Kriterien.

II. Systemic inflammatory host response (SIRS) (mind. 2 Kriterien)
— Fieber (>38 °C) oder Hypothermie (<36 °C) bestéatigt durch eine rektale oder intravasale
oder vesikale Messung
— Tachykardie: Herzfrequenz >90 /min
— Tachypnoe (Frequenz >20 /min) o. Hyperventilation (PaCO2 <4,3 kPa)
— Leukozytose (>12000 /mm3) oder Leukopenie (<4000 /mm?) oder <10% unreife Neu-
trophile im Differentialblutbild

ITI. Akute Organdysfunktion (mind. 1 Kriterium)

— Akute Enzephalopathie: eingeschrénkte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium.

— Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als 30 %
innerhalb von 24 Stunden oder Thrombozytenzahl <100000 /mm3. Eine Thrombozyto-
penie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen muss ausgeschlossen sein.

— Arterielle Hypoxédmie: PaO2 <10 kPa unter Raumluft oder ein PaO2/FiO2-Verhaltnis
von <33 kPa unter Sauerstoffapplikation. Eine manifeste Herz- oder Lungenerkrankung
muss als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen sein.

— Renale Dysfunktion: Eine Diurese von <0,5 mL/kg/h fiir wenigstens 2 Stunden trotz aus-
reichender Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins >2x oberhalb
des lokal tiblichen Referenzbereiches.

— Metabolische Azidose: Base Excess -5 mmol/L oder eine Laktatkonzentration >1,5x ober-
halb des lokal {iblichen Referenzbereiches.

Sepsis: Kriterien I und II

Schwere Sepsis: Kriterien I, IT und III

Septischer Schock: Kriterien I und II sowie fiir wenigstens 1 Stunde ein systolischer arterieller
Blutdruck <90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck <65 mmHg oder notwendiger
Vasopressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck >90 mmHg oder den arteriellen
Mitteldruck >65 mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz addquater Volumengabe und
ist nicht durch andere Ursachen zu erklaren.

Diagnosekriterien entsprechend den ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz Kriterien (The
ACCP/SCCM Consensus Committee 1992) modifiziert nach Reinhart et al (2010).



Infektionen und bei 7% urogenitale Infektionen. Die Gesamtmortalitdt bei Patienten
mit einer schweren Sepsis lag bei 55 %. Die geschatzte absolute Neuerkrankungsrate der
Sepsis liegt fiir ganz Deutschland bei 110.000-154.000 Féllen pro Jahr. Damit stellen
die septischen Erkrankungen die siebthaufigste Krankenhausentlassdiagnose unter den
lebensbedrohlichen Erkrankungen dar. Mit ca. 40.000-57.000 Todesféllen sind septische
Erkrankungen, nach der koronaren Herzkrankheit (KHK) und dem akuten Myokardin-
farkt, die dritthaufigste Todesursache in Deutschland. Diese Zahlen stehen im Kontrast
zu den offiziellen Zahlen des Statistischen Bundesamtes, laut denen ca. 39.000 Menschen
an Sepsis erkranken und ca. 6.000 versterben. Daraus ergibt sich, dass die Inzidenz und
die Mortalitdat der Sepsis in Deutschland um das 4- bzw. 10-fache unterschéatzt wird
(Engel et al. 2007).

2.1.4 Pathophysiologie

Sepsis ist definiert als Ergebnis aus Infektion und Wirtsantwort. Pathogene und deren
Produkte (,Pathogen-associated molecular patterns”, kurz: PAMPs) triggern die syste-
mische Wirtsantwort (Bochud und Calandra 2003). Das Erregerspektrum der Sepsis ist
sowohl von der Lokalisation der Infektion (z. B. Pneumonie, Harnwegsinfekt, Peritonitis),
als auch von verschiedenen Wirtsfaktoren (z.B. antibiotische Vorbehandlung, Immun-
suppression, Vorerkrankungen) abhéngig. Zu den héufigsten Erregern der Sepsis zdhlen
Staphylokokken, Streptokokken und gramnegative Darmbakterien (u. a. Escherichia coli,
Klebsiellen, Enterobakter, Proteus, Pseudomonas aeruginosa). Neben Bakterien gehoren
auch Viren und Pilze zum Keimspektrum der Sepsis (Hauber und Zabel 2009). Die Trig-
gerung der Wirtsantwort erfolgt {iber eine Aktivierung des unspezifischen Immunsystems
durch die PAMPs. Zu den PAMPs zdhlen beispielsweise Exotoxine, bakterielle DNA und
Membranbestandteile. Diese werden von immunkompetenten Zellen iiber spezifische Re-
zeptoren (,pattern recognition receptors®, kurz: PRR) erkannt. Das durch die Bindung
der PAMPs an die PRRs ausgeloste Aktivierungsmuster resultiert in einer Wirtsantwort
in Form des ,systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) (Bochud und Calandra
2003). Durch die Aktivierung intrazelluldarer Signalkaskaden kommt es zur Expression
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und II-1. Ein wichtiger Bestandteil der intra-
zelluldren Signalkaskade ist MyD88, welches als Adapterprotein fiir fast alle Toll-like-
Rezeptoren dient. Die Signaltransduktion mittels MyD8&8 ist bedeutend fiir die Induktion
einer hyperinflammatorischen Antwort und die Entwicklung von Gewebeschéden bei der
Sepsis (Weighardt und Holzmann 2007). Eine bedeutende Rolle scheint Hif-1 «, ein Re-

gulator der Energiechomdoostase, fiir die Regulation von Makrophagen und Neutrophilen



wahrend der Sepsis zu spielen. Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert die Expression von
Hif-1 o in Makrophagen, was zur Synthesesteigerung pro-inflammatorischer Zytokine
fithren kann (Zinkernagel et al. 2007). Die Aktivierung der Monozyten und Makropha-
gen fithrt gemeinsam mit der Ausschiittung frither proinflammatorischer Zytokine zur
Synthese weiterer Zytokine und Entziindungsmediatoren, u. a. : I1-6, -8, -10 und HMGB-
1, mit teils pro- und anti-inflammatorischen Wirkungen (Riedemann et al. 2003). Vor
allem die Ausschiittung von IL-6 fithrt zur Verédnderung der hepatischen Genexpression.
Diese sogenannte Akute-Phase-Reaktion fithrt zur verminderten Synthese von Albumin
und zur gesteigerten Synthese von sogenannten Akute-Phase-Proteinen (z. B. C-reaktives
Protein, a-Makroglobulin) (Pannen und Robotham 1995). In mehreren Studien konnte
ein Zusammenhang zwischen dem Plasmaspiegel von I1-6 und dem Outcome septischer
Patienten festgestellt werden. Zusétzlich scheint I1-6 ein Marker fiir die Schwere der
Sepsis zu sein (Reinhart et al. 2002). Neben der proinflammatorischen Zytokinantwort
scheint auch die Ausschiittung anti-inflammatorischer Zytokine (Il-4, I1-10) und die dar-
aus resultierende Immunsuppression Einfluss auf die ungiinstige Prognose der Sepsis zu
haben (Bauer et al. 2006). Marchant et al. (1994) stellten fest, dass septische Patienten
eine gesteigerte Produktion von IL-10 aufweisen. Die systemische Entziindungsreaktion
ist Ausloser verschiedener Mechanismen, die in ihrer Gesamtheit das Versagen multipler
Organsysteme nach sich ziehen. Zu diesen gehoren die endotheliale Dysfunktion, Hamo-
stasestorungen, Barrierestorungen, Apoptoseinduktion und endokrine Dysfunktion.

Fiir die endotheliale Dysfunktion werden vor allem die stressinduzierbaren, vasoaktiven
Mediatoren Stickstoffmonoxid (NO), Kohlenstoffmonoxid (CO) und Endothelin-1 ver-
antwortlich gemacht (Bateman et al. 2003, Cobb 2001, Rensing et al. 2002). Zusétzlich
fiihrt die Expression leukozytarer Adhésionsmolekiile zur Akkumulation von Leukozyten
an den Gefafwanden. Durch die Freisetzung zytotoxischer Mediatoren, oder mechani-
scher Behinderung des Blutflusses, kommt es zur Stérung der Mikrozirkulation und der
Organperfusion (Paxian et al. 2003, Rensing et al. 2002).

Im Rahmen einer Sepsis kommt es zu einer systemischen Hémostaseaktivierung. Dar-
iiber hinaus kommt es zur Interaktion von Inflammationsreaktion und Gerinnungssystem
(Esmon 2008). Das Ausmafs der Gerinnungsstérung korreliert stark mit der Prognose
septischer Patienten (Dempfle et al. 2004). Es gibt viele verschiedene Mechanismen, die
zu einer gestorten Hamostase wiahrend der Sepsis beitragen konnen. Zu diesen gehdren
Storungen des plasmatischen Gerinnungssystems, des thrombozytéren Systems, der Fi-
brinolyse und der endothelialen Funktion. In der Folge kann es zur Ausbildung einer

disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) kommen (Bauer et al. 2006). Die Akti-



vierung des plasmatischen Gerinnungssystems erfolgt vor allem durch die Aktivierung
von Thrombozyten und Leukozyten, sowie durch eine Aktivierung des Endothels. Des
weiteren kommt es im Rahmen einer Sepsiserkrankung zum schnellen Abfall der Throm-
bozytenzahlen (Akca et al. 2002, Sharma et al. 2007, Vandijck et al. 2010). Erst kiirzlich
wurde die vWF-cleaving-Protease (ADAMTS-13) entdeckt, welche eine spezifische Pro-
teolyse supramolekularer Multimere (sm-vWF) katalysiert und bei Patienten mit Sepsis
und SIRS eine geringere Aktivitdat aufweist (Bockmeyer et al. 2008). Toxine und Ent-
ziindungsmediatoren fithren zu einer pro-thrombogenen Aktivierung der Geféafwénde, in
deren Folge es zur verstirkten Expression von TF auf den Endothelzellen und in der
subendothelialen Matrix kommt (Bauer et al. 2006). Eine Erhohung des Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) korreliert mit der Prognose der Sepsis, und ist Ausdruck
einer gehemmten Fibrinolyse (Levi et al. 2003).

In Folge einer verminderten Perfusion im Rahmen von Sepsis/SIRS kann es zur Sché-
digung der mukosalen Barriere des Gastrointestinaltraktes und der Atemwege kommen.
Die Translokation von Bakterien/PAMPs kénnte im Sinne eines Circulus vitiosus die
Aktivierung des unspezifischen Immunsystems verstéirken (Bahrami et al. 1996). Dar-
tiber hinaus wiirde eine Translokation von Bakterien/PAMPs das septiforme Bild primér
abakterieller Insulte (Polytrauma, Pankreatitis) erkléren (Marshall et al. 1993).

Neben den hypoxieinduzierten Zelluntergéngen wird die Rolle der Apoptoseinduktion als
mitverantwortlicher Mechanismus am Multiorganversagen diskutiert (Cobb et al. 2000,
Paxian et al. 2003).

Die schwere Sepsis kann zur gestérten Ausschiittung von Hormonen fiithren (Insulin,
Vasopressin, Kortisol). Die Beeintrichtigung der endokrinen Funktionen des Korpers
ist ein weiterer, pathophysiologisch bedeutsamer Faktor fiir die Entwicklung schwerer
Organdysfunktionen (Bauer et al. 2006).

2.1.5 Diagnose

Zu den klinischen Symptomen der Sepsis gehoren Fieber, Schiittelfrost, Hypothermie,
Leukozytose und eine Linksverschiebung im Differenzialblutbild. Bei Sepsisverdacht sind
Blutkulturen zum Nachweis der Infektion und der Erregerresistenz anzulegen. Verschie-
dene laborchemische Parameter kdnnen im Zusammenhang mit der klinischen Sympto-
matik wichtige Indikatorfunktion besitzen, z.B. Gerinnungsparameter (Quick, PTT,
Thrombozyten) und Entziindungsparameter (Laktat, Leukozyten). Zum Ausschluss ei-
ner schweren Sepsis, bzw. zur Sicherung der Diagnose, wird der frithe Nachweis von
Prokalzitonin im Serum empfohlen (Reinhart et al. 2010, Hagel und Brunkhorst 2011).



2.1.6 Therapie

Bei der Sepsistherapie miissen drei verschiedene Grundtypen unterschieden werden: 1.
Kausale Therapie 2. Supportive Therapie und 3.Adjunktive Therapie. Wichtigster Be-
standteil der kausalen Therapie ist die Fokussanierung und die antimikrobielle Therapie.
Diese sollte frithestmoglich beginnen. Zu den Mafnahmen der Supportivtherapie gehoren
hdmodynamische Stabilisierung (Volumentherapie, Inotropika), Nierenersatzverfahren,
Air-way-Management und Beatmung. Die adjunktive Therapie beinhaltet Mafknahmen,
die zuséatzlich zur kausalen und supportiven Therapie zur Versorgung des Patienten an-
gewandt werden. Hierzu zéhlen unter anderem der Einsatz von Glukokortikoiden und
aktiviertem Protein C (Reinhart et al. 2010, Hagel und Brunkhorst 2011).

2.1.7 Die Rolle der Thrombozyten bei Sepsis

Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle fiir die Pathogenese des SIRS und der Sepsis.
Dies wird allein schon durch die Tatsache verdeutlicht, dass die Thrombozytopenie ein
haufiges Merkmal der Sepsis darstellt (Levi 2005). Sepsispatienten auf der Intensivsta-
tion zeigen einen typischen Verlauf der Thrombozytenzahl, der durch einen Abfall der
Thrombozyten am vierten Tag gekennzeichnet ist (Akca et al. 2002). Die Schwere der
Sepsis korreliert mit dem Abfall der Thrombozytenzahl (Mavrommatis et al. 2000).

Nach der entziindungsabhéngigen Aktivierung der Thrombozyten durch Endotoxin (Ziel-
inski et al. 2002) oder Entziindungsmediatoren (z.B. PAF) (Zimmerman et al. 2002)
konnen Thrombozyten iiber zwei Hauptmechanismen Einfluss auf den Verlauf der Sepsis
und des Multiorganversagens nehmen (Abbildung 2.1). Die unkontrollierte Aktivierung
der Thrombozyten kann zur thrombotischen Mikroangiopathie und disseminierten intra-
vasalen Gerinnung (DIC) fiithren. Die Gerinnungsaktivierung fiihrt in Kombination mit
einer Hypoperfusion, in Folge der mediatorinduzierten endothelialen Dysfunktion, zur
Gewebehypoxie (Bauer et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass der P-Selektinspiegel
wihrend des SIRS erhoht ist (Levi 2005). Die Expression von P-Selektin auf der Throm-
bozytenmembran fordert nicht nur die Adhérenz von Thrombozyten an Leukozyten und
Endothelzellen, sondern fithrt auch zur verstérkten Expression von Tissue factor (TF)
auf Monozyten (Shebuski und Kilgore 2002). Es wurde nachgewiesen, dass Tissue fac-
tor in Thrombozyten enthalten ist und durch Aktivierung dieser ausgeschiittet wird
(Zillmann et al. 2001). Scholz et al. (2002) und Losche et al. (2004) haben in ihren Ar-
beiten gezeigt, dass fiir den Transport von TF zwischen Thrombozyten und Monozyten,

Mikrovesikel eine entscheidende Rolle spielen. Tissue factor gehort zu den Initiatoren



der Blutgerinnung und fithrt zur weiteren Thrombozytenaktivierung (Levi 2005). Des
Weiteren vereinfachen aktivierte Thrombozyten die Synthese des Prothrombinase- und
Tenase-Komplex, indem sie eine geeignete Phospholipidschicht bereitstellen (Levi 2010).
Auferdem verfiigen Thrombozyten iiber vielfaltige Moglichkeiten Einfluss auf das Im-
munsystem zu nehmen (Abschnitt 2.2). Beispielsweise fiihrt die Aktivierung von Throm-
bozyten zur Ausschiittung vieler verschiedener Signalmolekiile, die sowohl die eigene, als

auch die Funktion anderer Zellen beeinflussen kénnen (Heffner 1997).

ipsis / SIRS

Thrombozytenaktivierung

*Thrombotische Mikroangiopathie Systemische
*Disseminierte Intravasale Gerinnung Inflammation

Organversagen

Abbildung 2.1: Die Rolle der Thrombozyten in der Pathogenese der Sepsis

2.2 Thrombozyten als Inflammationszellen

Die Funktionen der Thrombozyten im menschlichen Organismus gehen weit iiber die
klassischen Aufgaben der Hémostase und der Reparatur beschédigter Geféife hinaus
(Weyrich et al. 2003). Zunehmend gewinnen Thrombozyten auch als Inflammationszel-

len an Bedeutung. Dabei verfiigen sie iiber vielfialtige Mechanismen, mit deren Hilfe sie
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die Immun- und Entziindungsantwort modulieren kénnen (Tabelle 2.2).

Die direkte Interaktion mit Pathogenen erfolgt tiber verschiedene Rezeptoren (z. B. Toll-
like-Rezeptoren, Fc.—Rezeptoren), die zur Aktivierung der Thrombozyten fiihren kénnen.
Verschiedene Oberfléchenproteine (z. B. P-Selektin) erméglichen den direkten Kontakt
von Thrombozyten mit Leukozyten und Endothelzellen. Dies fordert die Adhésion und
Transmigration der Leukozyten ins Entziindungsgebiet. Gleichzeitig werden Thrombozy-
ten mit in das jeweilige Gewebe getragen, wo sie Einfluss auf die Funktion der Leukozyten
nehmen. Die Oberflichenproteine der Thrombozyten vermitteln nicht nur den physischen
Kontakt, sondern ermoglichen auch die Beeinflussung der Zellfunktion von Granulo- und
Monozyten. Die Sekretion antimikrobieller Substanzen (Thrombocidine) ermdglicht das
direkte Abtoten von Bakterien durch Porenbildung. Zusétzlich kénnen Thrombozyten
verschiedener Chemokine, Zytokine und Lipidmediatoren sezernieren, die in unterschied-
licher Weise die Entziindungsantwort beeinflussen (Literaturangaben in Tabelle 2.2).
Die Rolle der Thrombozyten als Inflammationszellen spiegelt sich auch in der Patho-
genese verschiedener Krankheitsbilder wieder. Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen
spielen u. a. eine Rolle beim Akuten Koronarsyndrom, bei Lungenentziindung, Zystischer
Fibrose, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, entziindlichen Hautkrankheiten,
Glomerulonephritis (Totani und Evangelista 2010) und der Sepsis (Li et al. 2011).

Tabelle 2.2: Thrombozyten als Inflammationszellen

Mechnismus Funktion Literaturangabe

Interaktion mit Pathogenen

Toll-like-Rezeptoren Erkennung von  Pathogenen Jurk und Kehrel (2008)
durch PAMPs

Fce-Rezeptoren Erkennung von IgE gebundenen Jurk und Kehrel (2008)
Protozoen

,C-type lectin-like” Rezeptor-2 Internalisierung von HIV-1 Jurk und Kehrel (2008)

Fortsetzung auf der ndichsten Seite
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Tabelle 2.2: Thrombozyten als Inflammationszellen (Fortsetzung)

Mechnismus

Funktion

Literaturangabe

thrombozytire Chemokine
B-Thromboglobulin/CXCL7

Platelet factor 4/CXCL4

RANTES/CCL5

Mif-1a,/CCL3

GRO«a/CXCL1

ENA-78/CXCL5
thrombozytire Chemokinre-

zeptoren
CCR1/3/4

CXCR4

Thrombozytenaktivierung
durch Chemokine
(CCL17, CCL22, CXCL12)

Thrombocidine
(CXCL7, CCL5, CXCL4, TC-

1/2)

Aktivierung des Komple-
mentsystems
(alternativer Weg: durch P-—

Selektin, klassischer Weg: Clqg-
Rezeptor)

Chemotaxis + Aktivierung von
Neutrophilen

Rekrutierung und Aktivierung
von Monozyten/Neutrophilen
Rekrutierung von Monozyten,
Lymphozyten, Eosinophilen, Ba-
sophilen, NC-Zellen und dendri-

tischen Zellen

Aggregation und Adhésion durch
CCL5 und CCL17

Aggregation und Adhésion durch
CCL17, CCL22 und CXCL12

Aktivierung der Thrombozyten

in Anwesenheit von ADP

direkte T6tung von Bakterien

Fokussierung der Komplement-
aktivitat auf das Entziindungsge-
biet

Flad und Brandt (2010)

Flad und Brandt (2010)

Flad und Brandt (2010)

Klinger et al. (1995)
Power et al. (1995)
Power et al. (1995)

Gear und Camerini
(2003)
Gear und Camerini
(2003)
Gear und Camerini
(2003)

Flad und Brandt (2010)

Peerschke et al. (2008)
Peerschke et al. (2010)

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle 2.2: Thrombozyten als Inflammationszellen (Fortsetzung)

Mechnismus Funktion Literaturangabe

Zell-Zell-Interaktionen Weyrich und Zimmerman

mit Mono- und Granulozyten  Rekrutierung und Immigration (2004), Smyth et al. (2009),
von Inflammationszellen, Verédn- Semple et al. (2011),
derung der zelluldren Funktionen Russwurm et al. (2002),
(Chemo-/Zytokinproduktion, Clark et al. (2007)
Produktion von ROS, Genex-
pressionsdnderungen )

mit Endothelzellen Expression von Chemo-
/Zytokinen und  Adhésions-
molekiilen auf Endothelzellen

mit Thrombozyten erhoht die Ausschiittung immun-
modulatorischer Mediatoren in

Thrombozyten

Dargestellt sind verschiedene Mechanismen mit deren Hilfe Thrombozyten das Immunsystem
beeinflussen kdnnen. Abkirzungen: ADP = Adenosindiphosphat, CXCL = C-X-C motif ligand,
CCL = C-C motif ligand CCR/CXCR = CCL/CXCL receptor, GROa = growth-regulated prote-
in o, ENA-78 = epithelial neutrophil-activating peptide 78, Mif-1ac = Macrophage inflammatory
protein 1 a, NC-Zellen = natiirliche zytotozrische Zellen, PAMPs = pathogen-associated molecular
patterns, RANTES = “requlated upon activation normal T-cell expressed and secreted*

2.3 Thrombozytenaggregationshemmer

2.3.1 Wirkungsweise

Es gibt verschiedene Arten von Thrombozytenaggregationshemmern. Zu den am héufigs-
ten verwendeten gehoren: Acetylsalicylsdure, Thienopyridine und Glykoprotein I1b/I11a-
Inhibitoren, die sich in ihrer jeweiligen Wirkungsweise unterscheiden (Abbildung 2.2).
Acetylsalicylsdure (Aspirin) ist der am haufigsten verwendete Thrombozytenaggregati-
onshemmer. Aspirin ist ein nicht-kompetitiver Hemmer der Cyclooxygenase-1 und -2
(COX-1/2). Dadurch hemmt Aspirin u.a. die Synthese von Thromboxan A2 (TxA2) in
Thrombozyten, welches normalerweise zur Vasokonstriktion und zur weiteren Aktivie-
rung von Thrombozyten fithrt. Durch die irreversible Hemmung der Cyclooxygenase hélt
der anti-thrombozytéare Effekt ca. sieben Tage, bis zur Neusynthese der Thrombozyten,
an (McNicol und Israels 2003).
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Clopidogrel und Ticlopidin gehoéren zur Gruppe der Thienopyridine. Beide Substan-
zen fithren, nach hepatischer Metabolisierung, zu einer selektiven, nicht-kompetitiven
Hemmung des P2Y;5 ADP Oberflichenrezeptors der Thrombozyten. Die Hemmung
des P2Y5 Rezeptors verhindert die ADP-abhéngige Aktivierung und Aggregation der
Thrombozyten. Ahnlich wie Aspirin, fithren die Thienopyridine zu einer irreversiblen
Hemmung der Thrombozyten. Aufgrund des besseren Wirkprofils hat Clopidogrel Tic-
lopidin weitestgehend ersetzt (McNicol und Israels 2003).

Die Glykoprotein IIb/IIla-Inhibitoren kann man in drei verschiedene Substanzklassen
unterteilen: monoklonale Antikérper (Abciximab), zyklische Peptide (Eptifibatide) und
Peptidmimetika (Tirofiban). Alle zielen auf die Hemmung des Glykoprotein IIb/IIIa
(Integrin allb/B3) ab. Die Aktivierung der Thrombozyten fithrt zur konformationellen
Anderung des Glykoprotein IIb/IIla, welche dessen Affinitéit zu Fibrinogen erhoht. Die
Bindung von Fibrinogen fiihrt zur Reorganisation des Zytoskeletts und ist essenziell fiir

die Thrombozytenaggregation (McNicol und Israels 2003).

2.3.2 Benefit von Thrombozytenaggregationshemmern bei

systemischer Inflammation und Sepsis

Thrombozytenaggregationshemmer werden gewohnlich zur Sekundarpravention kardio-
vaskulérer, zerebrovaskuldrer und thrombotischer Erkrankungen eingesetzt (McNicol
und Israels 2003). Die Tatsache, dass Thrombozyten auch als inflammatorische Zellen
an Bedeutung gewinnen (Abschnitt 2.2), fiihrt zu der Frage, ob Thrombozytenaggre-
gationshemmer positive Wirkungen auf inflammationsabhéngige Krankheitsbilder, wie
die Sepsis, haben. Bisher gibt es nur wenige Studien, die sich mit einer méglichen anti-
inflammatorischen Wirkkomponente der Thrombozytenaggregationshemmer beschéfti-
gen.

Tierexperimentelle Arbeiten an Ratten und Affen konnten zeigen, dass Antikorper ge-
gen den GP IIa/IIIb-Rezeptor die Endotoxin-induzierten Organschidden und die Leta-
litdt senken kénnen (Pu et al. 2001, Taylor et al. 1997). Bei Endotoxin-behandelten
Mausen fiihrte die Gabe von Clopidogrel zur verminderten thrombozytenabhéngigen
Aktivierung von Neutrophilen (Evangelista et al. 2005). Hagiwara et al. (2011) konnten
in einem LPS-Modell der Ratte zeigen, dass Clopidogrel die LPS-induzierte systemische
Entziindungsreaktion abmildert. Clopidogrel-behandelte Méuse zeigten signifikant gerin-
ger ausgepriagte Organschidden an Leber und Lunge. Zusétzlich senkte Clopidogrel den
LPS-induzierten Anstieg der proinflammatorischen Proteine TNF-«, IL-6 und HMGB1
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Abbildung 2.2: Mechanismen der medikamentdosen Thrombozyteninhibition

Dargestellt, sind verschiedene Wege der Thrombozytenaktivierung und die Angriffspunkte der
haufigsten Thrombozytenaggregationshemmer (rot). Abkirzungen: ADP = Adenosindiphosphat,
ASS = Acetylsalicylsiure, COX = Cycloozygenase, GP = Glykoprotein, TxAs = Thromboran A2

- Aggregation

(Hagiwara et al. 2011). Im PCI-Modell (peritoneal contamination and infection) der
Sepsis in Mausen konnte Clopidogrel den Sepsis-assoziierten Abfall der Thrombozyten
verhindern (Seidel et al. 2009).

Winning et al. (2009) haben in einer tierexperimentellen Studie die Wirkung von Clo-
pidogrel in Mausen untersucht. Dazu wurde den Méausen Clopidogrel verabreicht und
anschliefsend ein Endotoxinschock mittels intraperitonealer LPS-Injektion ausgelost. Es
zeigte sich auch hier, dass Clopidogrel den LPS-induzierten Abfall der Thrombozyten
verhindern kann. Clopidogrel-vorbehandelte Méuse zeigten zudem eine um 50 % redu-
zierte pulmonale Fibrinablagerung im Vergleich zu unbehandelten Mausen. Weiterhin
konnten Winning et al. mittels MicroArray-Analyse 25 Gene in den peripheren Blutzel-
len identifizieren, die in Abhéngigkeit von der Clopidogrelbehandlung eine verénderte
Genexpression aufwiesen.

Parallel dazu, untersuchten Winning et al (2009) in einer retrospektiven Studie einen
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moglichen Benefit thrombozytenhemmender Medikamente fiir die Entwicklung eines Or-
ganversagens in Folge einer Infektion. Analysiert wurden die Daten von 224 Patienten
mit CAP (community aquired pneumonia), die innerhalb von 5 Jahren stationér be-
handelt wurden. Ca. 20 % der Patienten erhielten, vor Krankenhauseinweisung, Acetyl-
salicylsdure oder Clopidogrel. Patienten, die mit Thrombozytenaggregationshemmern
vorbehandelt wurden, entwickelten signifikant seltener Organversagen und benétigten
seltener intensivstationdre Behandlung. In der altersabhéangigen Subgruppenanalyse er-
zielten vorbehandelte Patienten eine signifikant geringere Krankenhausliegedauer, als
Patienten ohne thrombozytenhemmende Vorbehandlung.

In einer zweiten retrospektiven Studie untersuchten Winning et al. (2010) den Ein-
fluss von Thrombozytenaggregationshemmern auf das Outcome kritisch kranker Pati-
enten, die innerhalb von 24 Stunden nach stationdrer Aufnahme auf die Intensivsta-
tion verlegt wurden. In die Studie wurden Daten von 615 Patienten eingeschlossen,
von denen ca. 25 % thrombozytenhemmende Medikamente (Acetylsalicylsdure, Clopido-
grel) vor Aufnahme einnahmen. Patienten mit thrombozytenhemmender Vorbehandlung
zeigten deutliche Unterschiede im Verlauf der Thrombozytenzahlen, verglichen mit Pa-
tienten ohne Vorbehandlung. Sowohl der initiale Abfall mit einem Maximum am Tag
3, als auch der iiberschiefsende Wiederanstieg der Thrombozytenzahlen an den Tagen
8-10 konnte durch Vorbehandlung mit Thrombozyteninhibitoren abgeddampft werden.
Durch verschiedene Subgruppenanalysen konnte gezeigt werden, dass vor allem Pati-
enten ohne chirurgische Behandlung und Patienten mit neurochirurgischer Behandlung
von einer thrombozytenhemmenden Vorbehandlung profitieren. Wichtig zu bemerken ist
auch, dass die Vorbehandlung mit Thrombozytenaggregationshemmern keine nachteili-
gen Auswirkungen in den Subgruppen mit erhhtem Blutungsrisiko hatte.

Auch andere Studien deuten darauf hin, dass Thrombozytenaggregationshemmer anti-
inflammatorische Wirkungen haben. So konnte gezeigt werden, dass Acetylsalicylsdu-
re die Entziindungsreaktionen, gekennzeichnet durch einen erhéhten Plasmaspiegel von
C-reaktivem Protein (CRP), in Patienten mit zerebrovaskuldren und kardiovaskulédren
Erkrankungen hemmen kann (Ridker et al. 1997, Ikonomidis et al. 1999). Auch der
Einsatz von Clopidogrel ist assoziiert mit einer Reduktion des CRP-Plasmaspiegels bei
verschiedenen Krankheitsbildern. Dazu gehoren u.a. Diabetes, Nierentransplantation,

kardiovaskulére und zerebrovaskuldre Krankheitsbilder (Li et al. 2011).
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3 Ziele der Arbeit

In vorangegangenen Arbeiten konnte ein Benefit von Clopidogrel und anderern Throm-
bozytenaggregationshemmern fiir den Verlauf von systemischen Entziindungsreaktionen
und Sepsis, sowohl im Tiermodell (Winning et al. 2009, Seidel et al. 2009), als auch beim
Menschen (Winning et al. 2009, Winning et al. 2010) festgestellt werden. Clopidogrel
hemmt den entziindungsinduzierten Thrombozytenabfall. Dariiberhinaus konnte gezeigt
werden, dass Clopidogrel neben der anti-hdmostatischen Komponente auch iiber andere
Mechanismen wirken kann. Clopidogrel beeinflusst die Genexpression von 25 verschie-

denen Genen in den peripheren Blutzellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis eines moglichen Einflusses von Clopido-
grel auf die organspezifische Genexpression in den Zielorganen der Sepsis: Herz, Leber
und Hirn. Die Genexpressionsanalyse erfolgt mittels Real-Time-PCR anhand fiinf aus-
gewdahlter Gene (Tabelle 3.1), die jeweils eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der
systemischen Entziindungsreaktion spielen. Zunéchst erfolgt die Testung der ausgewéhl-
ten Gene auf deren Eignung als Indikatorgene der systemische Entziindungsreaktion und
der Sepsis im Endotoxin-Modell der Maus. Anschliefsend wird der Einfluss von Clopido-

grel auf die Genexpression der einzelnen Indikatorgene untersucht.

Die Genexpressionsanalyse mittels Real-Time-PCR erfordert geeignete Referenzgene,
damit eine valide Aussage liber das Expressionsniveau der untersuchten Gene gemacht
werden kann. Da es bisher kein einzelnes Referenzgen fiir den universellen Einsatz in al-
len Organen gibt, besteht ein weiteres Ziel der Arbeit, in der Identifikation und Selektion

geeigneter Referenzgenkandidaten fiir den jeweiligen Organtyp.

17



Tabelle 3.1: Untersuchte Gene und deren Produkte

Gen Protein

Name Symbol Chr. Name Symbol  Funktion

Interleukin 6 11-6 ) Interleukin-6 1L-6 Zytokin

Interleukin 10 11-10 1 Interleukin-10 IL-10 Zytokin

Hypoxia induci- Hifla 12 Hypoxia- HIF1-a« Transkriptions-

ble factor 1, alpha inducible  factor faktor, Regulator

subunit 1-alpha der Energiechomo-
stase

Myeloid differentiati- Myd88 9 Myeloid differen- MyD88 Intrazelluldres

on primary response tiation  primary Adapterprotein,

gene 88 response protein Signaltransdukti-
on

Serine (or cysteine) PAI-1 5 Plasminogen acti- PAI-1 Hemmung der Fi-

peptidase inhibitor, vator inhibitor 1 brinolyse

clade E, member 1

Dargestellt sind die Namen und Symbole
gemdfs den Angaben des

dukte,

National

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/). Abkiirzungen: Chr. = Chromosom
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden aus Herz, Leber und Hirn von Balb/c Mé&usen (Harlan-

Winkelmann GmbH, Bochern) gewonnen. Zusitzlich erfolgte eine Blutentnahme. Zu

Beginn der Versuche lag ein genehmigter Tierschutzantrag vor (Nr. 02-037/08 geméfs dem
Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz vom 04.09.2008).

4.1.2 Kits und Enzyme

RNA-Isolation
PCR-Produktaufreinigung
Elektrophorese

Reverse Transkription
Real-Time-PCR

4.1.3 Gerate

UV-Vermessung
Elektrophorese
RNA-Isolation
Thermocycler
Real-Time-PCR

Hamatologie

RNeasy® Mini Kit, Qiagen GmbH

MinElute® PCR Purification Kit, Qiagen GmbH
Experion ™RNA StdSens Kit, Bio-Rad

Experion™DNA 1K Analysis Kit, Bio-Rad
RevertAid™TFirst Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas
Brilliant II SYBRPlavix® Green QPCR Master Mix,

Stratagene

NanoDrop ND-1000 Spektrofotometer, Thermo Scientific
Experion™automated electrophoresis system, Bio-Rad
QIAcube®, Qiagen GmbH

PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research
Rotor-Gene™6000, Corbett Life Science, Quiagen GmbH
POCH 100iV Diff, Sysmex

19



4.1.4 Oligonukleotide fiir Real-Time-PCR

Name

Primer-Sequenz (5—3’)

Hersteller

11-6
forward
reverse

11-10
forward
reverse

Hifla
forward
reverse

Myd88
forward
reverse

PAI-1
forward

reverse

CAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG
GCCACTCCTTCTGTGACTCC

TCTATTCTAAGGCTGGCCACA
TCTCTTCCCAAGACCCATGA

GCCTTAAGCTGTCTGCCACT
TTTTCGCTTCCTCTGAGCAT

AGTCTCCCCTCAGTGTCTGG
CACTTGACCCAGGTTGCTTT

AGCAGAGAGGGAAAAGGGGCTGT
CCACTGCTCACATACAGCAGCCG

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

Actb
forward
reverse

G6PD
forward
reverse

GAPDH
forward
reverse

Gusb
forward
reverse

Hmbs
forward
reverse

HPRT-1
forward

reverse

GCTCTTTTCCAGCCTTCCTT
CGGATGTCAACGTCACACTT

CACCACTGCTGCACAAGATT
TGGAAGCCCACTCTCTTCAT

CAACAGCAACTCCCACTCTTC
GGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT

GAAACCCGCCGCATATTAC
CCCCAGGTCTGCATCATATT

GAAATCATTGCTATGTCCACCA
GCGTTTTCTAGCTCCTTGGTAA

TGACACTGGCAAAACAATGCA
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net

biomers.net
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4.2 Methoden

4.2.1 Anfertigung der Gewebepraparate
Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten Balb/c Mause (Harlan-Winkelmann GmbH, Bochern) im Alter
von 8 - 12 Wochen mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 23 - 28 g. Die Haltung
der Méuse erfolgte unter Standard-Labor-Bedingungen (Raumtemperatur 22 + 2°C,
Luftfeuchtigkeit 40-60 %, 14/10 h Hell-Dunkel-Zyklus) in den Tierhaltungsraumen der
Serviceeinheit fiir Kleinnager im Forschungszentrum Lobeda. Die Trinkwasser- und Nah-
rungsversorgung erfolgte ad libitum. Nach Durchfithrung aller Experimente wurden die
Tierkadaver, gemafs den giiltigen Arbeitsvorschriften, entsorgt. Fin genehmigter Tier-
schutzantrag lag zu Beginn der Versuche vor (Nr. 02-037/08, geméfs dem Thiiringer
Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz vom 04.09.2008).

LPS-induzierter Endotoxinschock

Der Endotoxinschock wurde mittels Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien
(Escherichia coli, Serotyp 0111:B4) vorgenommen. Dazu wurde den nicht-narkotisierten
Méusen 200 pL einer 2 mg/pl LPS-Losung intraperitoneal gespritzt. Dies fiihrt zur Aus-
16sung eines inflammatorischen Schockgeschehens und zu einer Aktivierung der Entziin-
dungskaskade in Abwesenheit mikrobieller Erreger (Karima et al. 1999). Eine Verschlech-
terung des klinischen Zustands der M&use lieft sich einige Stunden nach LPS-Gabe fest-
stellen. Zu diesem gehoren das Aufstellen der Nackenhaare, tranende Augen und eine

deutliche Trégheit im Vergleich zu gesunden Tieren.

Versuchsgruppen

Die M&ause wurden randomisiert den folgenden vier Versuchsgruppen zugeteilt:
LPS (S): 5 Tage normales Trinkwasser, dann i.p. LPS wie oben beschrieben (n=9)
Kontrolle (K): 5 Tage normales Trinkwasser, dann i.p. 0,9 % sterile NaCl-Losung (n =9)

Clopidogrel 4+ LPS (CS): 5 Tage Trinkwasser mit Clopidogrel (187,5 mg/L), dann i.p.
LPS wie oben beschrieben (n=13)

Clopidogrel 4+ Kontrolle (CK): 5 Tage Trinkwasser mit Clopidogrel (187,5 mg/L), dann
i.p. 0,9 % sterile NaCl-Losung (n = 12)
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Der Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel (Plavix®) wurde von der Sanofi-
Aventis GmbH Deutschland (Frankfurt a. M.) zur Verfligung gestellt.

Blut- und Organentnahme

Die Blut- und Organentnahme erfolgte 6 Stunden nach LPS-Injektion bzw. Beobach-
tungsbeginn in Narkose. Die Narkose wurde durch intraperitoneale Injektion von 0,2 mL
Ketaminhydrochlorid-Losung (Ketavet® 50 mg/mL, Pfizer) herbeigefiihrt. Nach Fixie-
rung der Maus auf dem Riicken wurde die Brust- und Bauchhéhle erdffnet (Abbildung
4.1). Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion der Vena cava caudalis mittels einer
Lithium-Heparin-Monovette (Sarstedt GmbH, Niirnbrecht). Anschliefend wurden Lun-
ge, Herz, Leber und Nieren entnommen. Abschliefsend wurde der Schédel eréffnet und
das Gehirn entnommen. Alle Organe wurden getrennt in Aliquotes bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

Abbildung 4.1: Operationssitus einer Maus der unbehandelten
LPS-Gruppe (S)

4.2.2 Hamatologie

Zur Bestimmung der hdmatologischen Parameter wurde der Analasyseautomat POCH
100iV Diff (Sysmex, Norderstedt) eingesetzt. Die Auszdhlung der korpuskuldren Blut-
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bestandteile erfolgt dabei mittels der Impendanzmethode von Wallace H. Coulter. Die
Blutprobe wird aspiriert und gelangt verdiinnt in das Messsystem des Geréts. Dieses
besteht aus zwei Kammern, welche iiber eine winzige Offnung miteinander verbunden
sind. An jeder Seite der Offnung befindet sich jeweils eine Elektrode, zwischen denen ein
kontinuierlicher Strom flieftt. Bei Durchtritt der einzelnen Blutzellen verédndert sich der
Widerstand des Stromkreises, wodurch ein elektrischer Impuls generiert wird. Die Im-
pulshohe charakterisiert das Zellvolumen der verschiedenen Zelltypen. Ein Mantelstrom,
der die Blutzellen umgibt, verhindert eine Rezirkulation und Uberlagerung der einzelnen
Zellen. Die Berechnung des Hamatokrits erfolgt anhand des Erythrozytenvolumens durch
Aufsummierung der Impulshoéhen. Zur Bestimmung der Hamoglobin-Konzentration wird
ein Reagenz, welches quartire Ammoniumsalze enthélt, eingesetzt. Dies fiihrt zur Lyse
der Erythrozytenmembran. Das freiwerdende Hamoglobin oxidiert zu Methédmoglobin,

und kann fotometrisch bei einem Absorptionsmaximum von 550 nm erfasst werden.

4.2.3 RNA Isolation

Der Prozess der RNA-Isolation aus solidem Gewebe besteht aus mehreren Arbeitsschrit-
ten. Zunéchst erfolgt der Aufschluss der einzelnen Gewebe durch den kombinierten Ein-
satz von chemischer Lyse und Scherstress. Danach wird die RNA von den restlichen
Zellbestandteilen separiert. Hierfiir wurde das RNeasy® Mini Kit von Qiagen (Quiagen
GmbH, Hilden) eingesetzt. Alle Arbeitsschritte wurden nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Von den Organen wurden Organschnitte mit einer Masse von 20-35 mg
angefertigt. Dies geschah unter kontinuierlicher Kiihlung auf Trockeneis, um eine Degra-
dation der RNA zu verhindern. Den Organschnitten wurde in einem ersten Schritt 0,6 mL
Lysepuffer zugegeben, der als denaturierendes Reagenz Guanidin Isothiocyanat (GITC)
enthélt. Zusammen mit dem Reduktionsmittel S-Mercaptoethanol inaktiviert GITC en-
dogene RNAsen, welche die Integritdt der RNA geféhrden konnen. Im Anschluss erfolgte
der mechanische Zellaufschluss, bzw. die Homogenisierung des Gewebes. Dazu wurden
die nun partiell lysierten Organfragmente in der Kugelmiihle bei 10000 rpm und 30 Hz
fiir 4 Minuten gemahlen. Nach Abzentrifugierung der losen Zellbestandteile wurde der
Uberstand mit 70%igem Ethanol gemischt. Dies optimiert die Bindungsverhéltnisse fiir
die anschliefende Separation der RNA. Danach wurde die RNA mittels Silicalgelmem-
bran gebunden und in drei Durchgéngen mit ethanolhaltigen Waschlosungen gereinigt.
Abschliefsend wurde die RNA mit 30 pL. Nuklease-freiem Wasser eluiert und bei 60 °C
fiir 5 Minuten denaturiert.

Fiir die Isolation der RNA aus dem Hirn der Méuse wurde zusétzlich der QIAzol Lysis
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Reagent (Qiagen GmbH, Hilden) benutzt, um den Erstaufschluss aus dem besonders

lipidreichen Hirngewebe zu erleichtern.

4.2.4 Primerdesign

Das korrekte Primerdesign ist ein wichtiger Faktor fiir den Versuchsaufbau, um zuverlas-
sige und aussagekriftige Daten zu erhalten. Dabei hat das Primerdesign sowohl Einfluss
auf die Effizienz der PCR-Amplifikation, als auch auf die Spezifitdt der zu isolierenden
Zielsequenz. Inkorrekt konstruierte Primer konnen zu einer Vielzahl von Fehlern fiithren
(Primerdimere, unspezifische PCR-Produkte, ,stem loop interference®, Schmelztempera-
turunterschiede), in deren Folge es zu einer Fehlinterpretation der Ergebnisse kommen
kann. Diese Fehler kénnen durch richtiges Primerdesign a priori vermieden werden (Li
und Brownley 2010).

Alle Primer wurden mit Hilfe eines Primerdesign-Programmes (primer3.sourceforge.net)
erstellt. Zunéchst wurde die entsprechende Transkriptsequenz einer Gendatenbank ent-
nommen (www.ensembl.org). Diese wurde in die Designsoftware eingespeist, welche mit
Hilfe der folgenden Kriterien die jeweiligen Sequenzen fiir den foward- und reverse-

Primer erstellt:

— Obligate Kriterien:
F max. Mispriming: 6 bp
max. Figen-Komplementaritat: 4 bp
keine SNPs in der Bindungssequenz des Primers
Transkriptgrofse 80-200 bp

Annealing-Temperatur > 60 °C

T T T T T

Differenz der Annealing-Temperatur < 2 °C

— Optimale Kriterien:
F Primerlange: 22 4+ 2bp
F Primerpaare moglichst gleich grofs
F Exonspanning

= Intronspanning
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Die so erstellten Sequenzen der foward- und reverse-Primer wurden mit einer weiteren
Software auf Co-Amplifikate tiberpriift (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Nach erfolg-

reicher Testung wurden die Primer bei biomers.com bestellt.

4.2.5 Reverse Transkription

Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit Enzymen und Reagenzien des Revert-
Aid™ First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot). Um die gesamte
RNA in ¢cDNA umzuschreiben, wurde mit einer Kombination aus Oligo(dT’);s-Primer
und Random Hexamer Primer gearbeitet. Die Oligo(dT')1s-Primer lagern sich selektiv
an den poly(A)-Schwanz des 3’ Ende der mRNA an, wihrend sich die Random Hexa-
mer Primer nicht-spezifisch an die Template-RNA binden. Zur Verhinderung der RNA-
Degradation durch proteolytischen Abbau wurde RiboLock™ RNase Inhibitor einge-
setzt. Als transkribierendes Enzym wurde die in Escherichia coli exprimierte M-MuLV
Reverse Transkriptase verwendet, welche eine signifikant geringere RNase H Aktivitét

als die AMV Reverse Transkriptase aufweist.

Folgender Ansatz wurde fiir die Reverse Transkription verwendet:

1 pg RNA in 9,8 pL. DEPC
Oligo(dT)s-Primer (0,5 pg/uL) 1,2 uL
Random Hexamer Primer (0,2 pg/nl) 1 pL

12 nL

Anschliefsend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 65 °C denaturiert und bei 4 °C fiir
mindestens 2 Minuten inkubiert. Den abgekiihlten Proben wurde der Main-Inkubations-

mix zugegeben. Dieser setzte sich wie folgt zusammen:

5X Reaction Buffer 4 nL
dNTP Mix (10 mmol) 2 uL
RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/pL) 1 pL
RevertAid RT (200 u/pL) 1 pL

8 L

Die Reverse Transkription mit einem Reaktionsvolumen von 20 nL erfolgte im Ther-
mocycler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research) nach folgendem Ablauf:
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Primeranlagerung und Synthese 25°C 5 min

42 °C 60 min
Denaturierung 70°C 5 min
Kiihlung

Die synthetisierte cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

4.2.6 Real-Time-PCR

Funktionsweise der Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR besteht aus zwei einzelnen Reaktionsschritten: der Amplifikation
und der Quantifizierung. Die Amplifikation der Nukleinsdure basiert auf dem Prinzip
der herkommlichen Polymerase-Kettenreaktion. Diese besteht aus drei Schritten, die in
mehreren Zyklen wiederholt werden: Denaturierung, Primerhybridisierung und Elonga-
tion.

Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe der Fluoreszenzmessung. Das Fluoreszenzsignal
entsteht durch Anregung des Cyanin-Farbstoffs Sybr-Green. Dieser interkaliert selektiv
mit doppelstriangiger DNA. Somit nimmt das Fluoreszenzsignal proportional zur DNA-

Menge zu. Die Messung des Fluorenszenzsignals erfolgt nach jedem Zyklus.

Geratespezifikationen

Fiir die Real-Time-PCR wurde der RotorGene™-6000 von Corbett Life Science verwen-
det. Dieser besitzt im Vergleich zu handelsiiblichen Geréten einen rotierenden Proben-
stander, welcher sich konstant mit 400 rpm dreht. Jedes Probengeféif wird dabei durch
dieselbe Lichtquelle angeregt (470 £+ 10 nm) und detektiert (510 + 5 nm), wodurch die
optische Varianz minimiert wird. Die permanente Rotation verhindert ebenfalls Tempe-
raturunterschiede zwischen den einzelnen Proben. Mit einer maximalen Autheizgeschwin-
digkeit von 15 °C/s und einer maximalen Abkiihlgeschwindigkeit von 20 °C/s konnten
schnelle Uberginge zwischen Denaturation, Hybridisierung und Elongation erreicht wer-

den.

Pipetierschema

Es wurde mit einem Reaktionsvolumen von 20 pL. gearbeitet:
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Sybr Green Supermix 10 pL

Primermix 5 uL
Probe (12,5 ng/pL) 5 uL
20 pL

Programmablauf

Der Programmablauf orientiert sich an den Angaben des Herstellers und den Richtli-
nien von Pfaffl (Pfaffl 2001). Der Programmablauf besteht aus zwei grofen Teilen und
dauert insgesamt 112 Minuten (Abbildung 4.2). Im ersten Teil wird die cDNA verviel-
faltigt. Der erste Teil besteht aus 40 Zyklen, bei dem jeder Zyklus aus den drei Phasen
Denaturierung der cDNA, Anlagerung der Primer und Verlingerung der Komplement-
strange zusammengesetzt ist. Nach jeder Elongation wird das Fluoreszenzsignal aufge-
zeichnet. Im zweiten Teil des Programmablaufs wird die Schmelzkurve generiert. Dies
geschieht durch stufenweise Erwidrmung der cDNA von 59 °C auf 72 °C unter kontinu-
ierlicher Fluorenszenzmessung (Abbildung 4.2, IV.). Der temperaturabhéngige Zerfall
der doppelstriangigen DNA geht mit einer proportionalen Minderung des Fluoreszens-
signals einher. Die Temperatur, bei der die grofte Anderung der Fluorenszensintensi-
tat registriert wird, nennt man Schmelztemperatur(T,,). Die Schmelzkurvenanalyse gibt
Aufschluss iiber die Selektivitdt der Polymerase-Ketten-Reaktion und kann ein eventuell

entstandenes unspezifisches Reaktionsprodukt anzeigen.

Erstellung der Standardkurve

Um die Anzahl der absoluten Transkripte zu berechnen, wurde bei jedem Real-Time-
PCR-Lauf eine Standardkurve eingesetzt, basierend auf einer Verdiinnungsreihe spe-
zifischer PCR-Produkte bekannter Konzentration. Zur Erstellung der Standardkurve
wurde zunéchst gepoolte Maus RNA mittels Reverser Transkription in ¢cDNA umge-
schrieben. Diese wurde verwendet um von jedem Gen bzw. Primerpaar einen 5-fachen
PCR-Ansatz (5-20 pL) anzufertigen. Nach abgelaufener Real-Time-PCR wurde das fer-
tige PCR-~Produkt aufgereinigt, um alle unspezifischen Produkte herauszufiltern (Ab-
schnitt 4.2.8). Das aufgereinigte PCR-Produkt diente dann als Matrize zur Erstellung
der Standardkurve. Dazu wurde eine 10-fache Verdiinnungsreihe mit insgesamt sechs
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, beginnend mit 10 ng/nl. Um eine moglichst

akkurate Gerade zu erhalten, wurde jede Konzentration 3-fach eingesetzt.
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95°C, 10min 95°C, 15sec

E 72°C, 15sec
+

60°C, 30sec /

72°C, 90sec E

46 Zyklen

Temperatur

)

\/

40 Zyklen

Zeit

| = Denaturierung

Il = Hybridisierung

Il = Elongation

IV = Ermittlung der Schmelzkurve

Messung des Fluoreszenzsignals

Abbildung 4.2: Schematischer Programmablauf der Real-Time-PCR
Dargestellt sind die verschiedenen Phasen der Real-Time-PCR, in Abhdngigkeit von
Temperatur und Zeit.

4.2.7 Spektrofotometrie

Die Messung der Konzentration von RNA und ¢DNA erfolgte spektrofotometrisch (Nan-
oDrop ND-1000 Spektrofotometer, Thermo Scientific). Grundlage der Messung stellt das
Lambert-Beersche Gesetz (A = E-b-c¢) dar, welches den Zusammenhang zwischen der
Absorption von Licht und der Konzentration eines absorbierenden Inhaltstoffs in Fliis-
sigkeiten erklart. Die Aufzeichnung des Absorptionsspektrums erfolgte im Wellenléngen-
bereich von 220- 350 nm. Als Extinktionskoeffizienten wurden die generell akzeptierten
Werte von 50 L/mol-cm fir DNA und 40 L/mol - cm fiir RNA benutzt. Aufgrund der
gerétespezifischen Spaltbreite (b) von 1 mm bzw. 0,2 mm konnte ein minimales Pro-

benvolumen von 1 pL eingesetzt werden. Die Konzentration der Nukleinsduren wird auf

ODseo
OD230

und 8%285% bestimmt. Der erste Wert gibt Aufschluss iiber eine eventuelle Verunreinigung

Basis der Absorption bei 260 nm berechnet. Zusétzlich wurden die Verhéltnisse

der Proben mit niedermolekularen Verbindungen. Dieser Wert sollte zwischen 2,0 und 2,5
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liegen. Das Verhéltnis der O Doygy zur O Dsgy wird bestimmt durch Proteinverunreinigun-
gen, da vor allem die aromatischen Aminosduren der Proteine einen Absorptions-Peak
im Bereich von 280 nm verursachen. Dieser Quotient sollte mindestens 1,7 betragen,

damit die Probe als ,rein gelten kann.

4.2.8 Aufreinigung des PCR-Produkts

Zur Erstellung der Standardkurve (Abschnitt 4.2.6) wurde reines PCR-Produkt beno-
tig. Die Aufreinigung der DNA aus dem PCR-Ansatz erfolgte mit dem MinElute® PCR
Purification Kit von Qiagen entsprechend dem Herstellerprotokoll. Die grundlegende
Funktionsweise des Kits ist die Adsorption der DNA-Fragmente (70 bp - 4kbp) in An-
wesenheit hoher Salzkonzentrationen an die Silicagel-Membran. Uberschiissige Primer,
Taq-Polymerase und andere Verunreinigungen binden nicht an die Membran und wer-
den weggespiilt. Nach der Elution mit DEPC-Wasser erhélt man stark aufgereinigtes
und konzentriertes PCR-Produkt.

Es wurde mit einem Ansatz von 600 pl. gearbeitet. Dieser bestand aus 100 pL. PCR-
Ansatz und 500 pL. Binding Buffer. Nach einminiitiger Zentrifugierung der Spinséule bei
17,900 x ¢ wurden 750 pL ethanolhaltiger Waschbuffer appliziert. Nach zwei weiteren
Zentrifugierungsschritten wurde die DNA mit 10 p. DEPC-Wasser eluiert.

4.2.9 RNA-Gelelektrophorese

Fiir die Gelelektrophorese wurde ein automatisiertes Elektrophoresesystem von Bio-Rad
benutzt. Dieses vereint die Schritte der Separation, Detektion und Datenanalyse in ei-
nem Gerat. Hauptbestandteil des Systems sind Chips, auf denen einzelne Probengefifse
iiber Mikrokanéle mit Separationskanélen und Bufferwells verbunden sind. Die Mikro-
kanéle sind mit einer Gel-Féarbe-Losung gefiillt, welche zwei wichtige Aufgaben erfiillt.
Zum einen dient sie als Siebmatrix, welche fiir eine Separation der RNA in Abhéngig-
keit von ihrer Grofse und Ladung sorgt. Zum anderen interkalieren die in der Gell6sung
enthaltenen Farbstoffe mit der wandernden RNA in den Separationskanélen, was ent-
scheidend fiir die spatere Detektion ist. Am Ende der Separationskanéle regt ein Laser
selektiv die an der RNA gebundenen Farbstoffe an. Das Fluoreszenzlicht wird mit einer
Fotodiode detektiert. Elektroden in der Elektrophorese-Station erzeugen eine Spannung
in den Mikrokanélen. Die Software erstellt aus der Fluoreszenzintensitat versus der Zeit
ein Elektropherogramm und ein virtuelles Gelbild. Zur Kompensation von Variationen

zwischen den Proben und Faktoren, welche die Migrationsgeschwindigkeit beeinflussen
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(pH, Farbstoffkonzentration, Probenvolumen, etc.), dient ein Marker (50bp) im Loa-
dingbuffer, anhand dessen die Proben ausgerichtet werden.

Fiir die Bestimmung der RNA-Integritéit wurde der Experion™RNA StdSens Chip ver-
wendet, welcher mit einer minimalen Konzentration von 5 ng/uLs arbeitet. Alle Arbeits-
schritte wurden entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden zu-
néchst die Mikrokanéle des RNA-Chips mit der Gel-Farbe-Losung geprimt. Dies gesch-
ah mit einer speziellen Priming-Station, welche mittels Luftdruck die Mikrokanéle mit
Gel fiillt. Anschlieftend wurde die Proben-RNA wie auch die RNA-Leiter bei 70 °C fiir
fiinf Minuten im Thermocycler denaturiert. Nach Beladung des Chips mit den Proben
(1 pL) und Loading-Buffer (5 pL), wurde der Chip in der dafiir vorgesehenen Vortex-
Station gemischt. Abschlieffend wurde der Chip in die Elektrophorese-Station eingesetzt.

4.2.10 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese erfolgte ebenfalls mit dem Experion™Elektrophorese Sys-
tem. Hierfiir wurde der Experion™DNA 1K Chip fiir die elektrophoretische Auftren-
nung und Detektion von DNA genutzt. Die Arbeitsschritte der DNA-Gelelektrophorese
entsprechen denen der RNA-Gelelektrophorese (Abschnitt 4.2.9) und wurden entspre-
chend den Angaben des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Analysiert wurde jeweils das
PCR-Produkt einer Probe aus jedem Real-Time-PCR-Lauf.

4.2.11 Wahl der Referenzgene

Um Fehler in der praanalytischen Phase, die vor der eigentlichen Real-Time-PCR entste-
hen kénnen, zu minimieren, sind die Expressionsdaten auf Referenzgene bezogen wor-
den. Mogliche Fehlerquellen stellen dabei die spektrofotometrische Konzentrationsbe-
stimmung der RNA und die unterschiedliche Effizienz beim Umschreiben der RNA in
DNA mittels Reverser Transkription dar. Referenzgene (=Housekeeper-Gene) sind idea-
lerweise dadurch charakterisiert, dass sie zu jeder Zeit und jedem Gewebe im gleichen
Ausmals exprimiert werden. Da dieses Kriterium von keinem einzelnen Referenzgen er-
fiillt wird, wurde fiir die Organe Herz und Leber das geometrische Mittel der Genexpres-
sionswerte von drei Referenzgenen als Normalisierungsbasis gewahlt. Dazu wurden aus
einer Gruppe von sechs getesteten Referenzgenen (G6PD, GAPDH, Actb, Gusb, Hmbs,
HPRT-1) fiir jedes Organ individiuell, die drei Referenzgene mit der stabilsten Expres-

sion identifiziert. Fiir das Hirn konnte in Vorversuchen schon gezeigt werden, dass die
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Kombination der Referenzgene Gusb und Hmbs eine geeignete Normalisierungsbasis dar-
stellt (Gebhardt 2010). Die Auswahl der Referenzgene erfolgte mittels der zwei Microsoft
Excel-Applets geNorm und Normfinder, welche auf zwei unterschiedlichen Rechenmo-
dellen basieren. Bei geNorm erfolgt die Berechnung der Expressionsstabilitiat (M) eines
Referenzgens als Durchschnitt (Formel 4.3) der paarweisen Varianz (V')(Formel 4.1 und
4.2) zweier Referenzgene. Durch schrittweisen Ausschluss der Gene mit den héchsten M-
Werten erhédlt man die gewiinschte Anzahl der stabilsten Referenzgene (Vandesompele

et al. 2002).

Vi, = std.dev(Ajy) (4.2)
ZZ—1 Vi

M; = ==——— 4.3

/ n—1 (43)

Der Normfinder-Algorithmus berechnet die Variation der Kandidatengene in einer
direkten Gegeniiberstellung. Er beriicksichtigt dabei, sowohl die Variation der Genex-
pression zwischen einzelnen Referenzgenkandidaten, als auch die Variation zwischen den
Versuchsgruppen. Als Ergebnis ordnet Normfinder jedem Referenzgenkandidaten einen
Stabilitatswert zu, der sich aus der Kombination beider Abweichungsmafe zusammen-
setzt. Anhand dieses Wertes kann eine Rangliste der stabilsten Referenzgene erstellt
werden (Andersen et al. 2004).

4.2.12 Auswertung der Real-Time-PCR

Die Ratios der Expressionshthen (Genexpressionsratio) fiir die Auswertung der Rohda-

ten wurden in Anlehnung an die Formel von Pfaffl (2001) berechnet:

EZietgen 1 ACy(zielgen) (Kontrolle— Probe)
. 100
Ratio =

EReferenzgen + 1

ACy(Referenzgen) (K ontrolle—Probe)
100 )

Zur Berechnung diente die effizienzkorrigierte, absolute Anzahl an Transkripten. Die

Effizienz des jeweiligen PCR-Laufs konnte mit der jeweiligen Standardkurve ermittelt
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werden. Zunichst erfolgte die Berechnung zweier Quotienten: der Housekeeper-Ratio
(HK-Ratio) und der Gene of Intrest-Ratio (GOI-Ratio).

Die GOI-Ratio berechnet sich aus dem Verhéltnis der Transkriptanzahl (") einer Probe
(¢) der Versuchsgruppe (j =S, CK oder CS) zum Mittelwert der Transkriptzahlen der
Kontrollgruppe (Tgor, ) fir das jeweilige Gen (GOI =11-6, 11-10, Myd88, Hifla und
PAI-1) (Formel 4.4).

Die HK-Ratio wird analog zur GOI-Ratio fiir die ausgewéhlten Referenzgene (HK =
HPRT-1, Gusb, GAPDH, Hmbs) ermittelt (Formel 4.5).

Die Genexpressionsratio ergibt sich aus dem Verhéltnis der GOI-Ratios zum geome-
trischen Mittel der, fiir das jeweilige Gen bestimmten, HK-Ratios (Formel 4.6). Zur

Normalisierung der Daten, wurden die Genexpressionsratios logs-transformiert.

GOI-Ratio = ——7—F7— 44
% Zi:l Tcor, 44)
THK- .
HK-Ratio = ——— 4.5
% Zi:l Tur K ( )
GOI-Quotient
Genexpressionsratio = Quoticn (4.6)

/11, HK-Quotient

4.2.13 Statistik

Alle ermittelten Werte sind als prozentuale Haufigkeit oder als Median und Range bzw.
als Interquartilsabstand (IQR) angegeben. Aufgrund des relativ geringen Stichproben-
umfangs wurden nichparametrische Tests zum Vergleich der Versuchsgruppen einge-
setzt. Diese setzen keine Normalverteilung und Varianzhomogenitat voraus. Der Kruskal-
Wallis-Test wurde zum Mittelwertvergleich zwischen den Gruppen durchgefiihrt. Im Fal-
le der Ablehnung der globalen Nullhypothese (Hp: Die Versuchsgruppen sind gleich),
erfolgten die paarweisen Einzelvergleiche zwischen den jeweiligen Versuchsgruppen als
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test. Waren fiir die Fragestellung nur bestimmte Tests
interessant, wurde auf die globale Signifikanztestung verzichtet und die direkten Ein-
zelvergleiche mittels Mann-Whitney-U-Test angestrebt. Zur Vermeidung der a-Fehler-

kumulierung erfolgte in beiden Fillen die Sigifikanztestung mit angepasstem Signifikanz-
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niveau nach der Bonferroni-Holm-Korrektur.

Das globale Signifikanzniveau wurde mit 95 % (p<0,05) definiert. Die Berechnung, Aus-
wertung und Testung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 18 und der Tabel-
lenkalkulation Microsoft Excel 2007. Die Auswahl der geeigneten statistischen Methoden
erfolgte in Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern des Instituts fiir Medizinische Statis-

tik, Informatik und Dokumentation des Universitatsklinikums Jena.
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5 Ergebnisse

5.1 Hamatologie

Im Folgenden sind die Ergebnisse der hamatologischen Untersuchung 6 Stunden nach
LPS-Injektion und Beobachtungsbeginn dargestellt. Diese umfassen die Thrombozyten-
zahl, die Erythrozytenzahl, die Hamoglobinkonzentration, den Hamatokrit sowie das
durchschnittliche Erythrozytenvolumen (MCV) (Tabelle 5.1). Die Thrombozytenzahl
ist in der unbehandelten LPS-Gruppe (S) signifikant geringer als in der unbehandelten
Kontrollgruppe (K). Der Thrombozytenverbrauch kann Ausdruck einer unkontrollierten
Thrombozytenaktivierung im Sinne einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC)
sein. Die mit Clopidogrel behandelten Tiere der LPS-Gruppe (CS) weisen eine signifi-
kant hohere Zahl an Thrombozyten als die Tiere der unbehandelten LPS-Gruppe (S)
auf. Auch beziiglich der Erythrozytenzahl und des Hamatokrits erzielt die CS-Gruppe
signifikant hohere Werte als die S-Gruppe. Im Hinblick auf die Himoglobinkonzentration

und das Mean Corpuscular Volume unterscheiden sich die vier Versuchsgruppen nicht.

5.2 Qualitatskontrolle

Die Qualitédtskontrolle umfasst die Beurteilung der RNA hinsichtlich Konzentration und
Reinheit, sowie die Uberpriifung der Spezifitit der Polymerase-Ketten-Reaktion. Zur
Charakterisierung der RNA erfolgte die fotometrische Konzentrationsbestimmung und
die Berechnung der OD-Quotienten. Die Integritdt der RNA wurde mittels automati-
sierter RNA-Gelelektrophorese kontrolliert. Im Anschluss an die Real-Time-PCR erfolgte
die elektrophoretische Vermessung des PCR-Produkts.
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Tabelle 5.1: Ergebnisse der hdmatologischen Untersuchung 6 Stunden nach LPS-
Injektion und Beobachtungsbeginn

Versuchsgruppen

Kontrolle (K)

LPS (S)

Kontrolle +
Clopidogrel (CK)

LPS +

Clopidogrel (CS)

n 5 5 6 6
Thrombozyten 558 (404-805) 413 (209-475)* 806 (407-947) 6565 (495-826)t
(10% uL)

Erythrozyten 8,27 (5,28-9,44) 8,00 (7,37-9,01) 8,73 (8,08-9,85) 9,80 (8,20-10,89)f
(10° uL)

Hb (g/dL) 14,3 (10,8-16,8) 14,7 (12,9-17,1) 13,7 (12,2-144) 15,1 (13,6-16,6)
Hk (%) 35,1 (22,2-404) 33,7 (31,2-37,6) 37,1 (34,0-40,5) 41,5 (35,4-453)1
MCV ( fL) 42,4 (42,0-42,8) 42,1 (41,7-42,8) 41,9 (41,1-43,9) 42,3 (41,6-43,3)

Dargestellt sind die hdmatologischen Parameter der wvier wverschiedenen Versuchsgruppen.
* Signifikanz zwischen Kontrollgruppe (K) und unbehandelter LPS-Gruppe (S) (p < 0,05).
t Signifikanz zwischen unbehandelter LPS-Gruppe (S) und behandelter LPS-Gruppe (CS)
(p < 0,05). Abkiirzungen: n = Probenanzahl, Hb = Hdmoglobinkonzentration, Hk = Hdamatokrit,
MCV = Mean Corpuscular Volume (Durchschnittliches Erythrozytenvolumen,)

5.2.1 RNA-Isolation

Bei allen RNA-Isolaten der drei Organe Herz, Leber und Gehirn ergibt die fotometri-
sche 3-fach Vermessung eine Konzentration von mindestens 100 ng/uL (Abbildung 5.1).
Somit erfiillen alle Proben die Mindestanforderung beziiglich der Konzentration fiir die
Uberschreibung der RNA in ¢cDNA. Bei der RNA-Isolation aus dem Herz wird beziiglich
der Konzentration ein Median von 612,0 ng/nlL, ein Minimum von 323,7 ng/pL und ein
Maximum von 718,5 ng/pL erreicht.

Der Median der RNA-Konzentration des Gehirns liegt mit 829,4 ng/nL etwas iiber dem
der Leber. Die geringste Konzentration eines Hirnisolats betragt 579,2 ng/pL, die hochs-
te Konzentration 1066,2 ng/uL.

Der RNA-Gehalt der Leber ist deutlich grofer verglichen mit Herz und Gehirn. Bei den
Leberisolaten ergibt sich ein Median von 1335,9 ng/uL, ein Minimum von 349,3 ng/nL
und ein Maximum von 2441,1 ng/pL. Um Fehler, die durch den unterschiedlichen RNA-
Gehalt der Proben entstehen konnen, zu vermeiden, wurden alle Leberisolate mit einer
RNA-Konzentration grofser 1000 ng/pli im Verhéltnis 1:2 mit DEPC-Wasser verdiinnt.
Nach Verdiinnung der RNA-Proben gleichen sich die Werte beziiglich des Medians
(648,0 ng/pL), der minimalen (349,3 ng/pl) und der maximalen RNA-Konzentration
(996,7 ng/uL) den Werten der anderen Organtypen an.
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Abbildung 5.1: RNA-Konzentrationen in ng/uL der drei Ziel-
organe: Herz, Leber und Hirn.

Aufgrund der sehr hohen Konzentrationen der Leber-RNA-Isolate wur-
den alle Proben mit einer Konzentration tber 1000 ng/ulL verdinnt.
Dies verhindert Fehler durch ungleichen RNA-Gehalt der Proben und
gewdhrleistet die Vergleichbarkeit der Organe.
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Beziiglich des 83—528—Quotienten unterscheiden sich Herz, Leber und Lunge nur unwe-

sentlich (Median Herz: 2,10; Leber: 2,08; Hirn: 2,07). Beim 81[;—228—Quotienten sind die Er-
gebnisse heterogener. Wéhrend bei Herz und Leber der Median (Herz: 2,08; Leber: 2,12)
und die Spannweite (Herz: 0,46; Leber: 0,54) vergleichbar sind, ist der Median beim Ge-
hirn mit 2,24 deutlich grofer und die Spannweite mit 0,26 deutlich kleiner als in den
beiden anderen Organen. Im Hinblick auf die Reinheit, charakterisiert durch die beiden
Quotienten 83—;?} und 83228, entsprechen alle RNA-Isolate der drei Organe den Min-
destanforderungen der cDNA-Synthese. Diese fordern Werte von mindestens 1,7 fiir den

8§§§3-Quotienten und 2,0 fiir den 8g§gg—Quotienten (Abbildung 5.2).

2,37
2,271
2,1
'lg O
= O
[e]
= 2,0
Q
(=]
(e)
1,97
1,87 1
B oD 260/280
o Eob 260/230
1,77
T T T
Herz Leber Hirn
Organtyp

Abbildung 5.2: OD 260/280 und OD 260/230 der drei Organ-
typen im Vergleich

Dargestellt ist der Quotient der Optischen Dichte gemessen bei 260 nm
und 280 nm, bzw. bei 260 nm und 230 nm. Beide Quotienten erlau-
ben eine Aussage tiber die Reinheit und mégliche Verunreinigungen der
RNA-Isolate.
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5.2.2 RNA-Gelelektrophorese

Die RNA-Gelelektrophorese dient der Kontrolle der RNA-Integritét. Bei unbeschédigter
RNA ergibt sich ein typisches Bandenmuster mit zwei prominenten Banden, der 28S-
und der 18S-Bande. Im Regelfall weist die 28S-Bande aufgrund der Basenverteilung eine
grofsere Intensitit als die 18S-Bande auf. Kommt es wéihrend der RNA-Isolation oder
Lagerung zur Degradierung der RNA, kann in der Gelelektrophorese eine sogenannte
Schlierenbildung beobachtet werden. Die Gelelektrophorese zeigt bei fast allen RNA-
Proben eine klare 28S- und 18S-Bande und somit keine Anzeichen fiir eine Degradierung
der RNA. Nur das RNA-Isolat der Probe 3 aus der unbehandelten Kontrollgruppe (K3)
der Leber wurde aufgrund fehlender 28S-Bande und Schlierenbildung unterhalb der 18S-
Bande wiederholt isoliert (Abbildung 5.3).
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3000 -------- -
— .

2000 |—

1500 [ P S S R S — =
1000 —

S00.0  —

2000  —

SO0 Da— » | [ > > > > —

L 1 2 3 4 5 B 7 g 9 10

Abbildung 5.3: Beispiel einer RNA-Gelelektrophorese der Le-
berisolate

Die Proben 1-8 und die Probe 10 zeigen zwei klar abgrenzbare Ban-
den, eine obere 285-Bande und eine untere 185-Bande. Die Probe 9
zeigt keine eindeutige 285-Bande, jedoch eine deutliche Schlierenbildung
unterhalb der 185-Bande als Zeichen der RNA-Degradierung. Abkiir-
zungen: L = Ladder (RNA-Leiter zur Grifienbestimmung der Banden)
1=K6 2=K7 3=K8 4=K1 5=K2 6=K9 7=51 8=52 9=K3 10=CK11,
» = 50bp Marker zur Ausrichtung der einzelnen Elektrophoreseldufe
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5.2.3 Schmelzkurvenanalyse

Mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse kann die Anwesenheit von unspezifischem PCR-
Produkt ausgeschlossen werden und somit die Spezifitat der Polymerase-Ketten-Reaktion
kontrolliert werden. Die Analyse der Schmelzkurven ergibt im Falle des Referenzgens
G6PD einen Kurvenverlauf mit zwei Maxima (Abbildung 5.4 a). Dieses Kurvenbild
spricht fiir das Vorliegen unspezifischen PCR-Produkts, welches beispielsweise durch
Primerdimerisierung entstehen kann. Nach Ersetzen des G6PD-Primers zeigt sich ein
eingipfeliger Kurvenverlauf entsprechend den Schmelzkurven der restlichen Gene (Ab-
bildung 5.4 b). Kurven mit nur einem Maximum entsprechen einem reguléren PCR-
Durchlauf ohne Bildung von unspezifischem PCR-Produkt.

dF/dT

74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 o
Temperatur [°C]

b
13
12
11
10
9
8
7
dF/dT 6
5
4
3
2
1 \
0 N —— —— =
74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 9t

Temperatur [°C]

Abbildung 5.4: Schmelzkurvenanalyse

Aufgezeigt wird die Fluoreszenzintensitdatsanderung pro Zeit in Abhdngigkeit der Tem-
peratur a Zweigipfeliger Verlauf - Zeichen fiir das Vorhandensein von unspezifischem
PCR-Produkt, b Eingipfeliger Verlauf - spezifisches PCR-Produkt, keine Primer-
Dimere

39



5.2.4 DNA-Gelelektrophorese

Neben der Schmelzkurvenanalyse stellt die DNA-Gelelektophorese eine zweite Metho-
de zur Uberpriifung der PCR-Reaktion dar. Kontrolliert wird, ob die Grése des PCR-
Produkts mit der, wihrend der Primer-Synthese, kalkulierten Grofe korreliert. Zum
Zweiten wird das Bandenmuster analysiert. FEine einzelne, kriftige Bande spricht fiir
das Vorliegen von spezifischem PCR-Produkt. Die DNA-Gelelektrophoresen der PCR-
Produkte aller untersuchten Gene zeigen singuldre Banden, die mit der zu erwartenden

Grofe des PCR-Produkts korrelieren (Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5: Beispiel einer DNA-Gelelektrophorese (Organ:
Herz).

Mittels DNA-Gelelektrophorese erfolgt die Grofienbestimmung des PCR-
Produkts im Anschluss an die Real-Time-PCR. Entspricht das PCR-
Produkt nicht der erwarteten Gréfie oder werden mehrere Banden fiir
eine Probe dargestellt, sind das Hinweise fiir Fehler im Versuchsablauf.
Abkiirzungen: L = Ladder (DNA-Leiter zur Groflenbestimmung der Ban-
den) 1=GAPDH 2=Gusb 3=II-10 }=II-6 5=Myd88 6=Actb 7=Hmbs
8=G6PD 9=PAI-1 10=HPRT-1 11=Hifla, »= Oberer (1500bp) und
unterer (15bp) Marker zur Ausrichtung der einzelnen Elektrophorese-
laufe
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5.3 Wahl der Referenzgene

Die Wahl der Referenzgene erfolgt nach Berechnung der jeweiligen Expressionsstabilitéit
(M) mittels geNorm und dem Stabilitdtswert mittels Normfinder fiir jeden Referenz-
genkandidaten. Aufgrund des unterschiedlichen Berechnungsalgorythmus ist die Reihen-
folge der am stabilsten exprimierten Gene unterschiedlich fiir beide Programme (vgl.
Abschnitt 4.2.11). Dennoch sind die Ergebnisse beider Programme tendenziell dhnlich
(Tabelle 5.2). Fiir das Herz ermitteln beide Programme Hmbs, GAPDH und HPRT-1
als die am stabilsten exprimierten Gene. Fiir die Leber finden sich dieselben vier Kandi-
datengene auf den Plétzen eins bis vier, wenn auch in unterschiedlicher Reihenfolge. Als
Normalisierungsbasis fiir die Leber werden die bestplatzierten drei Gene des geNorm-
Algorithmus gewéhlt: Gusb, GAPDH und Hmbs. Fiir das Hirn werden die Gene Gusb
und Hmbs als Referenzgene genutzt. In Vorversuchen konnte bereits gezeigt werden, dass

diese Kombination eine geeignete Normierungsbasis darstellt (Gebhardt 2010).

Tabelle 5.2: Ergebnisse der Referenzgenwahl
Herz Leber

Stabilitiatswert ~ Expressionsstabilitdt (M)  Stabilitdtswert — Expressionsstabilitat (M)
0,112  Hmbs 0,285 GAPDH, HPRT-1 0,119 GAPDH 0,344 Gusb, GAPDH

0,136 HPRT-1 0,362 Hmbs 0,220 HPRT-1 0,365 Hmbs

0,196 GAPDH 0,431 Actb 0,263 Hmbs 0,457 HPRT-1
0,200 G6PD 0,497 G6PD 0,200 Gusb 0,563 Actb

0,283 Actb 0,559 Gusb 0,307 G6PD 0,663 G6PD
0,358 Gusb 0,384 Actb

Dargestellt sind die Referenzgenkandidaten fiir Herz und Leber, geordnet nach der individuellen
Expressionsstabilitat. Die Berechnung der beiden Werte erfolgte mittels der Programme geNorm
und Normfinder. Je kleiner die Werte, desto stabiler werden die Gene exprimiert.

5.4 Ergebnisse der PCR

Zur Untersuchung der Wirkung von Clopidogrel auf die Genexpression im Endotoxinmo-
del der Maus wurden vier Versuchsgruppen gebildet. Zur Simulation eines entziindlichen
Schockgeschehens erfolgte eine intraperitoneale Lipopolysaccharid-Injektion. Tiere der
Behandlungsgruppen erhielten Clopidogrel als Trinkwasserzusatz. Nach Entnahme der
drei Zielorgane Herz, Leber und Hirn, sowie erfolgreicher RNA-Isolation, erfolgte die
Umschreibung der RNA in ¢cDNA. Anschliefend wurde die Genexpression der Gene
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I1-6, I1-10, Hifla, Myd88 und PAI-1 mittels Real-Time-PCR analysiert. Die Genexpres-
sion der Versuchsgruppen wurde mit der unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Als
Normierungsbasis diente das geometrische Mittel der am stabilsten exprimierten Refe-
renzgene, die zuvor aus einem Panel von 6 Genen extrahiert wurden. Die Ergebnisse der
Genexpressionsanalyse sind als Boxblots mit Median und Interquartilabstand (IQR) dar-
gestellt. Die Signifikanzpriifung erfolgte mittels Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-U
Test (p < 0,05).

5.4.1 Herz

Sowohl die LPS-Gruppe (S), als auch die mit Clopidogrel behandelte LPS-Gruppe (CS)
weisen fiir [1-6 eine starke Zunahme der Transkriptionsaktivitéit mit dem Faktor 324 bzw.
478 im Vergleich zur Kontrollgruppe (K) auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen bei-
den Gruppen besteht jedoch nicht. Bei der mit Clopidogrel behandelten Kontrollgruppe
(CK) wird I1-6 vermindert exprimiert (Faktor: 8) (Abbildung 5.6 a).

[1-10 wird in der CS-Gruppe und der S-Gruppe verstéirkt exprimiert. Die CS-Gruppe
weist eine 8-fache, die S-Gruppe eine 5-fache Transkriptionssteigerung im Vergleich zur
K-Gruppe auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen kann nicht fest-
gestellt werden. Die CK-Gruppe weist keine verdnderte Regulation im Vergleich zur
K-Gruppe auf. (Abbildung 5.6 b).

S- und CS-Gruppe weisen beide eine Erhohung der Transkriptionsaktivitdt mit dem
Faktor 4 fiir das Gen Hifla auf. Ein signifikanter Unterschied beider Gruppen besteht
nicht. Die CK-Gruppe weist beziiglich des Hifla Gens keine differenzierte Regulation
auf. (Abbildung 5.6 c).

In der CS- und S-Gruppe ist Myd88 signifikant stiarker exprimiert als in der K-Gruppe
(Faktor 6-7). Im direkten Vergleich beider Gruppen gibt es keinen deutlichen Unter-
schied. Die CK-Gruppe ist im Vergleich zur K-Gruppe in geringem Mafe (Faktor 1,2)
reprimiert (Abbildung 5.6 d).

CS-Gruppe und S-Gruppe exprimieren PAI-1 deutlich stérker als die K-Gruppe (Faktor
12 und 15). Ein signifikanter interindividueller Unterschied zwischen beiden Gruppen be-
steht nicht. Im Vergleich zur K-Gruppe ist die Expression von PAI-1 in der CK-Gruppe
unverdndert (Abbildung 5.6 e).
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Abbildung 5.6: Genexpression im Herz sechs Stunden nach LPS-Injektion und Be-

obachtungsbeginn

Dargestellt ist die Genexpression der vier Versuchsgruppen im Herz, bezogen auf die Kon-
trollgruppe (Ratios). Normiert wurde auf die Referenzgene Hmbs, GAPDH und HPRT-1.
T signifikant im Vergleich zur K-Gruppe (p < 0,05). Abkiirzungen: K = Kontrolle, S = LPS,

CK = Kontrolle + Clopidogrel, CS = LPS + Clopidogrel
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5.4.2 Leber

Sowohl bei der mit Clopidogrel behandelten LPS-Gruppe (CS-Gruppe), als auch bei
der unbehandelten LPS-Gruppe (S-Gruppe) kann eine starke Zunahme der Transkrip-
tionsaktivitat fiir I1-6 verzeichnet werden. Im Falle der CS-Gruppe wird 11-6 338-fach
starker exprimiert als in der unbehandelten Kontrollgruppe (K-Gruppe), wihrend es in
der S-Gruppe 236-fach starker exprimiert wird. Beim Vergleich beider Versuchsgruppen
ergibt sich kein signifikanter Unterschied. Die mit Clopidogrel behandelte Kontrollgrup-
pe (CK-Gruppe) weist im Vergleich zur K-Gruppe keine differenzierte Regulation fiir
[1-6 auf (Abbildung 5.7 a).

In der S- und CS-Gruppe wird I1-10 um den Faktor 27 bzw. 41 starker exprimiert als
in der K-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen besteht nicht.
[I-10 weist fiir die CK-Gruppe eine 2,2-fache Zunahme der Transkriptionsaktivitat auf
(Abbildung 5.7 b).

Hifla wird in der S-Gruppe und der CS-Gruppe verstirkt exprimiert (Faktor 85 bzw.
7). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen ist signifikant (p < 0,05). Die CK-Gruppe
zeigt keine verdnderte Transkriptionsaktivitdt im Vergleich zur K-Gruppe (Abbildung
5.7 ¢).

S- und CS-Gruppe sind fiir Myd88 im Vergleich zur K-Gruppe hochreguliert. Beide wei-
sen eine ca. 18-fach hohere Transkriptionsaktivitat auf. Ein signifikanter Unterschied
zwischen CS- und S-Gruppe kann nicht festgestellt werden. Die CK-Gruppe ist im Ver-
gleich zur K-Gruppe beziiglich Myd88 nicht unterschiedlich reguliert (Abbildung 5.7 d).
Das PAI-1 Gen weist in der S- und CS-Gruppe eine extreme Zunahme der Transkrip-
tionsaktivitdat auf. Sie belduft sich im Falle der S-Gruppe auf das 1870-fache, und der
CS-Gruppe auf das 1600-fache der Transkriptionsaktivitdt der K-Gruppe. Dennoch be-
steht kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. Die CK-Gruppe weist im
Vergleich zur K-Gruppe keinen Unterschied in der Transkriptionsaktivitat auf (Abbil-
dung 5.7 e).
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Abbildung 5.7: Genexpression in der Leber sechs Stunden nach LPS-Injektion und
Beobachtungsbeginn

Dargestellt ist die Genexpression der vier Versuchsgruppen in der Leber, bezogen auf
die Kontrollgruppe (Ratios). Normiert wurde auf die Referenzgene Gusb, GAPDH wund
Hmbs. T signifikant im Vergleich zur K-Gruppe (p < 0,05). % signifikant im Vergleich zur
S-Gruppe (p < 0,05). Abkiirzungen: K = Kontrolle, S=LPS, CK = Kontrolle + Clopidogrel,
CS = LPS + Clopidogrel
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5.4.3 Hirn

Fiir das Gen I1-6 findet sich sowohl in der unbehandelten LPS-Gruppe (S-Gruppe) als
auch in der mit Clopidogrel behandelten LPS—-Gruppe (CS-Gruppe) eine starke Hoch-
regulation der Genexpression. In der S-Gruppe ist die Transkriptionsaktivitdt um den
Faktor 129 gesteigert. In der CS-Gruppe ist die Genexpression von I-6 um das 201-
fache im Vergleich zur K-Gruppe gesteigert. Beim Vergleich der Genexpression der S-
und CS-Gruppe findet sich kein signifikanter Unterschied. Die mit Clopidogrel behan-
delte Kontrollgruppe (CK-Gruppe) weist keine verdnderte Genregulation im Vergleich
zur K-Gruppe auf (Abbildung 5.8 a).

Auf die Analyse der Genexpression von I1-10 im Gehirn wurde verzichtet, da die Tran-
skriptzahl fiir simtliche Versuchsgruppen nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze der
Real-Time-PCR lag. Eine valide Aussage iiber die Verdnderung der Genexpression lasst
sich aufgrund der geringen Anzahl von Transkripten nicht machen.

Hifla weist im Gehirn weder fiir die CK-Gruppe noch fiir die S- und CS-Gruppe eine
signifikante Anderung der Transkriptionsaktivitit im Vergleich zur K-Gruppe auf (Ab-
bildung 5.8 b).

Myd88 ist in der S-Gruppe verstiarkt exprimiert (Faktor 3,4). Auch bei der CS-Gruppe
findet sich eine Zunahme der Transkriptionsaktivitdt mit dem Faktor 2,6. Ein signifikan-
ter Unterschied zwischen beiden Gruppen kann nicht nachgewiesen werden. Myd88 ist
in der CK-Gruppe im Vergleich zur K-Gruppe nicht differenziert exprimiert (Abbildung
5.8 ¢).

S-Gruppe und CS-Gruppe exprimieren das Gen PAI-1 starker als die K-Gruppe (Faktor
9,4 bzw. 9). Interindividuelle Unterschiede beider Gruppen sind nicht signifikant. Die
CK-Gruppe zeigt im Vergleich zur K-Gruppe keine verdnderte Regulation (Abbildung
5.8 d).
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Abbildung 5.8: Genexpression im Hirn sechs Stunden nach LPS-Injektion und Be-
obachtungsbeginn

Dargestellt ist die Genexpression der vier Versuchsgruppen im Hirn, bezogen auf die Kon-
trollgruppe (Ratios). Normiert wurde auf die Referenzgene Gusb und Hmbs. T signifikant
(p < 0,05) im Vergleich zur K-Gruppe. K = Kontrolle, S= LPS, CK = Kontrolle + Clopidogrel,
CS = LPS + Clopidogrel
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6 Diskussion

Thrombozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis. Im
Falle einer systemischen Entziindungsreaktion kommt es zur unspezifischen Aktivierung
der Thrombozyten (Levi 2005, Gawaz et al. 1995). Aktivierte Thrombozyten kénnen
iiber zwei unterschiedliche Mechanismen zum Progress der Entziindungsreaktion und
zur Entwicklung eines Multiorganversagens beitragen (Levi 2005). Die klassische hdmo-
statische Funktion der Thrombozyten kann im Falle einer unkontrollierten Thrombo-
zytenaktivierung zur thrombotischen Mikroangiopathie und disseminierten intravasalen
Gerinnung (DIC) fithren. Daneben kénnen Thrombozyten tiber Entziindungsmediatoren
und Wachstumsfaktoren direkten Einfluss auf die Entziindungsreaktion nehmen.

Die positive Wirkung aggregationshemmender Medikamente auf den Verlauf des Sep-
sisgeschehens konnte bisher nur in wenigen Studien belegt werden. Im Tiermodell ver-
hindert Clopidogrel den LPS-induzierten Abfall der Thrombozytenzahl (Winning et al.
2009, Seidel et al. 2009). Bei Patienten mit einem Risiko fiir die Entwicklung eines Mul-
tiorganversagens haben Thrombozytenaggregationshemmer einen positiven Einfluss auf
den Outcome (Winning et al. 2009, Winning et al. 2010). Neben der Verbesserung der
rheologischen Eigenschaften des Blutes wirkt Clopidogrel auch iiber andere Mechanismen
auf den Organismus. Ungeklart ist, ob die positive Wirkung der Thrombozytenaggregati-
onshemmer ausschlieflich auf die Hemmung der thrombotischen und inflammatorischen
Thrombozytenfunktion im Blutkreislauf zuriickzufiihren ist, oder, ob die Hemmung der
Thrombozyten sekundére Auswirkungen auf verschiedene Organe verhindert, die im Ver-

lauf der Sepsis geschiadigt werden.

Bewertung der Ergebnisse

Die vorliegende Doktorarbeit beschéftigt sich mit der Frage, ob Clopidogrel einen Ein-
fluss auf die Expression inflammationsrelevanter Gene in den Zielorganen der Sepsis

hat. Zu diesem Zweck erfolgte die quantitative Untersuchung der Genexpression mittels
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Real-Time-PCR in Herz, Leber und Hirn. Zur Simulation der systemischen Entziin-
dungsreaktion wurde das LPS-Modell der Maus verwendet. Dazu wurde den M&usen
200 pL. LPS-Losung (2 mg/nl) intraperitoneal verabreicht. Die Clopidogrelapplikation
erfolgte vor Entziindungsinduktion durch Trinkwasserbeisetzung (187,5 mg/L).

Die Ergebnisse bestétigen die positive Wirkung von Clopidogrel auf die Thrombozyten-
zahl. Zuséatzlich kann der immense Einfluss des Entziindungsgeschehens auf die Genex-
pression inflammationsrelevanter Gene gezeigt werden. Die Hypothese, dass Clopidogrel
die Transkriptionsaktivitit der untersuchten Gene in Herz, Leber und Hirn im Sepsisge-

schehen beeinflusst, kann nicht bestéatigt werden.

Die Ergebnisse der Thrombozytenzahlung zeigen, dass es sechs Stunden nach LPS-
Injektion zu einem signifikanten Abfall der Thrombozytenzahl bei den Tieren der S-
Gruppe im Vergleich zu Tieren der K-Gruppe kommt (Tabelle 5.1). Gleichzeitig kann
eine massive Expressionszunahme der untersuchten Gene in Herz, Leber und Hirn nach
Entziindungsinduktion festgestellt werden (Abschnitt 5.4). Der Faktor der Verstirkung
der Genexpression unterscheidet sich, abhédngig von untersuchtem Gen und Organ. Die
stiarkste Zunahme findet sich bei dem Gen PAI-1 in der Leber mit einem Faktor von
1600-1870. Die Expression der Zytokingene I1-6 und -10 in Herz und Leber ist ebenfalls
stark erhoht. Im Hirn fallt die Erhéhung der Genexpression insgesamt geringer aus als
in den Organen Herz und Leber. Eine Ausnahme bildet das Hirn fiir die Gene I1I-10 und
Hifla. II-10 wird im Hirn nicht exprimiert. Die Menge an Transkript liegt an der unteren
Nachweisgrenze der Real-Time-PCR. Das Gen Hifla wird im Gehirn exprimiert, jedoch
weist keine der Versuchsgruppen eine verdnderte Transkriptionsaktivitat im Vergleich
zur K-Gruppe auf.

Clopidogrel verhindert den LPS-induzierten Abfall der Thrombozyten (Tabelle 5.1). Je-
doch scheint Clopidogrel nur unwesentlichen Einfluss auf die Genexpression der unter-
suchten Gene in Herz, Leber und Hirn zu haben. Im Herz sind die Gene 11-6 und Myd88 in
der CK-Gruppe im geringen Mafe reprimiert. In der Leber weisen 11-10 und PAI-1 in der
CK-Gruppe eine grofsere Transkriptionsaktivitiat als in der K-Gruppe auf. Im Hirn hat
Clopidogrel keinen Einfluss auf die Genexpression. Die Anderungen der Transkriptions-
aktivitit durch Clopidogrel sind im Vergleich zur Anderung der Transkriptionsaktivitit
durch LPS-Injektion deutlich geringer ausgepragt.

Clopidogrel scheint keinen bedeutenden Einfluss auf die LPS-induzierte Steigerung der
Transkriptionsaktivitit zu haben. Einzige Ausnahme stellt das Gen Hifla in der Leber

dar. Die Steigerung der Transkriptionsaktivitét ist in der CS-Gruppe signifikant geringer
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als in der der S-Gruppe. Dennoch weist die CS-Gruppe noch eine 6-fache Steigerung der
Transkriptionsaktivitat im Vergleich zur K-Gruppe auf.

Diskussion des Thrombozytenabfalls

Eine Verminderung der Thrombozytenzahl kommt héufig bei Patienten mit SIRS oder
Sepsis vor und korreliert mit einem schlechten Outcome bei kritisch kranken Patienten
(Akca et al. 2002, Sharma et al. 2007, Vandijck et al. 2010). Die Aktivierung von Throm-
bozyten im peripheren Blut gehort zu den klassischen Merkmalen des/der SIRS/Sepsis
(Vincent et al. 2002, Levi 2005). Durch die unkontrollierte Thrombozytenaktivierung
kommt es zum Verbrauch der Thrombozyten. Mogliche Folgen sind thrombotische Mi-
kroangiopathie und disseminierte intravasale Gerinnung (DIC), welche zum Multiorgan-
versagen beitragen konnen (Levi et al. 2010). Neben dem Verbrauch der Thrombozyten
durch die DIC, konnen auch andere Faktoren fiir die Entstehung einer Thrombozy-
topenie eine Rolle spielen. Im LPS-Modell der Maus konnte gezeigt werden, dass der
Toll-like-Rezeptor 4 (TLR 4) mitverantwortlich fiir die Entfernung der Thrombozyten
aus der Blutzirkulation ist (Andonegui et al. 2005, Aslam et al. 2006). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass eine LPS-Injektion bei der Maus zur Akkumulation von Thrombo-
zyten in Leber und Lunge fiihrt, auf die eine Retranslokation der Thrombozyten in die
Blutzirkulation folgt. Aspirin, ebenfalls ein Thrombozytenaggregationshemmer, fiihrt
zur verminderten Akkumulation der Thrombozyten in den Organen und férdert den
Riicktransport der Thrombozyten aus den Organen ins Blut (Ohtaki et al. 2002).

Aus den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit geht eindeutig hervor, dass Clopidogrel
den Abfall der Thrombozyten, ausgelost durch die LPS-Injektion, verhindern kann (vgl.
Abschnitt 5.1). Damit werden Ergebnisse fritherer Studien bestétigt. So konnte gezeigt
werden, dass Clopidogrel sowohl im LPS-Modell (Winning et al. 2009) als auch im PCI-
Modell der Maus (Seidel et al. 2009), einen Abfall der Thrombozyten verhindern kann.
Im Gegensatz dazu, scheint eine Behandlung mit Clopidogrel im Endotoxin-Modell beim
Schwein keine Auswirkung auf die Anzahl der Thrombozyten zu haben (Lipcsey et al.
2005).

Kritisch kranke Patienten mit systemischen Entziindungszeichen zeigen einen typischen
Verlauf der Thrombozytenzahl. Nach einem initialen Abfall der Thrombozyten kommt

es, im Falle des Uberlebens, zu einem iiberschiefenden Wiederanstieg, der die vorheri-
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gen Basalwerte iibersteigt (Akca et al. 2002). Winning et al. (2010) konnten in einer
retrospektiven Studie zeigen, dass Clopidogrel sowohl den initialen Abfall, als auch den
iiberschieffenden Wiederanstieg der Thrombozytenzahl, signifikant abschwécht.

Ein Anstieg des Hamatokrits und der Himoglobinkonzentration nach LPS-Injektion, im
Sinne eines Capillary-Leak-Syndrom, wie es in einer dhnlichen Studie beschrieben wird
(Seidel et al. 2009), kann nicht beobachtet werden.

Diskussion der Genexpressionsdaten

Bei den untersuchten Genen I1-6, 11-10, Hifla, Myd88 und PAI-1 zeigt sich eine deutliche
Zunahme der Transkriptionsaktivitit nach Entziindungsinduktion durch LPS-Injektion.
Diese Ergebnisse zeigen, dass alle fiinf Gene als Indikatorgene der systemischen Ent-
zindungsreaktion und der Sepsis im Endotoxin-Modell der Maus dienen kénnen. Die
Expressionssteigerung ist unterschiedlich stark ausgepréagt, abhédngig vom untersuchten
Gen und Organ. Lediglich I1-10 und Hifla im Gehirn wurden nicht bzw. nicht verstarkt

exprimiert.

Untersucht wurden fiinf inflammationsrelevante Gene: I1-6, 11-10, Hifla, Myd88 und
PAI-1. Das I1-6 Gen kodiert fiir das gleichnahmige Zytokin 1L-6. IL-6 ist der Namensge-
ber einer grofsen Familie von Zytokinen, die aus vielen verschiedenen Molekiilen besteht
(Taga und Kishimoto 1997). IL-6 kann sowohl mit Zellen, die den membranstindigen
IL-6 Rezeptor exprimieren, interagieren (classical IL-6 signaling), als auch mit solchen,
die ihn nicht exprimieren (IL-6 transsignaling) (Schuett et al. 2009). Bei letzterer Form
bildet IL-6 einen Komplex mit dem l6slichen IL-6 Rezeptor, bevor es an die jeweilige
Zelloberflache bindet (Jones et al. 2005). Dadurch ist es IL-6 moglich mit einer grofsen
Anzahl unterschiedlicher Zellen verschiedener Organe zu interagieren. Im Herz kann
IL-6 iiber verschiedene Mechanismen sowohl zur Entwicklung, als auch zur Destabili-
sierung atherosklerotischer Plaques beitragen, und spielt somit eine entscheidende Rolle
in der Pathophysiologie kardiovaskuldrer Erkrankungen (Yudkin et al. 2000, Schuett
et al. 2009). In der Folge von Verletzungen und Entziindungen ist IL-6 neben ande-
ren proinflammatorischen Zytokinen ein entscheidender Trigger fiir die Auslésung der
Akute-Phase-Reaktion (Heinrich et al. 1990) in der Leber, und sorgt fiir die Ausschiit-

tung und Neusynthese von Akute-Phase-Proteinen (Heinrich et al. 1998). Eine zerebrale
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Ischdmie induziert die Expression von IL-6 in Astrozyten (Maeda et al. 1994). Dariiber
hinaus scheint die Menge intrathekal produzierten IL-6 mit der Grofe des Infarktgebiets
zu korrelieren (Tarkowski et al. 1995). Auch nach einer Subarachnoidalblutung finden
sich erhohte intrathekale Werte von IL-6 (Sarrafzadeh et al. 2010).

[1L-10 ist wie IL-6 ein Zytokin und wird durch das gleichnamige Gen (I1-10) kodiert. IL-
10 hemmt die Synthese von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen und scheint
als neutralisierende Komponente sowohl die Dauer, als auch die Intensitit von Entziin-
dungsprozessen zu verringern (Kaur et al. 2009). Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass eine Verbesserung der Herzfunktion, infolge verschiedener Medikamente, mit einer
Erhohung von IL-10 einhergeht (Giomarelli et al. 2003, Azab et al. 2002, Adamopoulos
et al. 2003). Aufkerdem konnte im Mausmodell des Herzversagens ein positiver Effekt fir
die Gabe von rekombinanten IL-10 festgestellt werden (Kaur et al. 2009). Verschiedene
Studien deuten auf eine Beteiligung von 1L-10 an der Pathophysiologie verschiedener
Lebererkrankungen hin (Zhang und Wang 2006). Eine Zunahme von IL-10 im Gehirn
wurde im Zusammenhang mit mehreren Krankheiten festgestellt, unter anderem: MS,
AIDS, Alzheimer, Apoplex, Tumoren und Traumata (Vitkovic et al. 2001).

Hifl-a entsteht durch Transkription und Translation des Hifla Gens. Hifl-a ist ein
nukledrer Transkriptionsfaktor, der fiir die Regulation der Sauerstofthomdostase im Ge-
webe verantwortlich ist (Wang et al. 1995). Uber 70 verschiedene Gene werden durch
den Hif-Komplex reguliert, welche ihrerseits die Anpassung des Organismus an Hypo-
xie/Ischdmie vermitteln (Semenza 2009). Hifl besteht aus einer konstitutiv exprimierten
p-Untereinheit und einer sauerstoffabhéngig exprimierten a-Untereinheit (Wang et al.
1995, Semenza 2009). Die Aktivitdt von Hifl wird iiber die Balance zwischen Synthese
und Degradierung der a-Untereinheit reguliert. Die Synthese der a-Untereinheit wird
durch Entziindungsmediatoren geregelt (Frede et al. 2006), wéhrend die Degradierung
tiber eine sauerstoffabhéngige Ubiquitinierung gesteuert wird (Sutter et al. 2000). Die
Beteiligung von Hifl-a an diversen kardialen Erkrankungen konnte in verschiedenen
Studien nachgewiesen werden. Zu diesen Erkrankungen zdhlen unter anderem: Akute
I[schdmie /Myokardinfarkt, kardiale Hypertrophie, Pulmonale und systemische Hyperten-
sion, Kardiomyopathie und Herzversagen (Czibik 2010). Auch in der Leber spielt Hif1-«
eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie verschiedener Erkrankungen, die im Zu-
sammenhang mit einem hypoxischen Zustand stehen (Rosmorduc und Housset 2010).
Dartiber hinaus scheint die Aktivitat von Hifl-a auch sauerstoffunabhéngig durch Ent-
ziilndungszusténde wie Sepsis und Endotoxindmie reguliert zu sein (Scharte et al. 2006).

Konkret scheint Hifl-o Einfluss auf die Entwicklung des akuten Leberversagens, infolge
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eines septischen Multiorganversagens, zu nehmen. In diesem Zusammenhang wird auch
die medikamentose Anwendung von Hifl-a-Aktivatoren diskutiert (Huang et al. 2011).
In Neuronen wird Hifl-« eine essenzielle Rolle in den Vorgéngen der Neuroinflammation
zugeschrieben. Damit stellt Hifl-a im Hirn ein potenzielles Target fiir die Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen dar (Yeh et al. 2008).

Myd88 kodiert fiir ein Adapterprotein (MyD88), welches an die TIR-Doméne verschie-
dener Rezeptoren bindet und die zelluldre Antwort verschiedener Agonisten koordiniert
(O’Neill und Bowie 2007). Nach Bindung eines TIR Rezeptorkomplexes kommt es zur
Aktivierung intrazelluldrer Kinasen (IRAK), welche in der Folge weitere Kinasen und
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren. Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass
Mé&use mit einer genetischen Deletion von Myd88 kleinere Infarktgebiete im AMI-Modell
entwickeln (Feng et al. 2008). In diesem Zusammenhang wird die Eignung von MyD88
als pharmakologisches Target fiir die Pravention von Herzversagen in der Folge eines
AMI diskutiert (Tassell et al. 2010). In der Leber spielt MyD88 im Zusammenhang mit
der Familie der Toll-like Rezeptoren eine entscheidende Rolle fiir die Entwicklung ei-
ner Vielzahl von Erkrankungen, unter anderem: Endotoxin-induzierte Leberschiadigung,
Infektionen (L. monocytogenes, Malaria, Hepatitis B und C) und Leberfibrose (Seki
und Brenner 2008). Jedoch scheint im Kontrast zum Herz MyD88 keine Rolle fiir eine
ischdmische Leberschadigung zu spielen (Zhai et al. 2004). Auch im Hirn ist MyD88 an
der Entstehung und Aufrechterhaltung verschiedener Krankheiten beteiligt, z. B. nicht-
septischer Hirnschéden (Koedel et al. 2007), bakterieller Meningitis (Koedel et al. 2010)
und des ischdmischen Hirnschadens (Wang et al. 2009).

PAI-1 kodiert fiir das gleichnamige Protein. PAI-1 gehort zu der Gruppe der Inhibito-
ren, die die Aktivierung von Plasminogen in das aktive Plasmin regulieren, und ist somit
Bestandteil des Gerinnungsapparats (Sprengers und Kluft 1987). PAI-1 wird von ver-
schiedenen Zelltypen und Geweben produziert, unter anderem: vom Fettgewebe (Samad
et al. 1996), Endothelium (Loskutoff et al. 1986) und von Hepatozyten (Chomiki et al.
1994). Ein grofser Teil von PAI-1 wird in Thrombozyten produziert (Brogren et al. 2004)
und gespeichert (Declerck et al. 1988). Die PAI-1 Produktion wird sowohl durch Zyto-
kine (Emeis und Kooistra 1986, Sawdey et al. 1989), als auch Wachstumsfaktoren und
Hormone (Sawdey et al. 1989, Smith et al. 2004) stimuliert. Im Herz ist PAI-1 an der
Entwicklung der koronaren Herzkrankheit beteiligt (Huber et al. 2001, Vaughan 2005).
In der Leber und anderen Organen spielt PAI-1 eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung
einer Fibrose (Ghosh und Vaughan 2011). Im Gehirn scheint PAI-1 neuroprotektive Ei-

genschaften in Folge von ischdmischen Hirnschédden zu haben (Hultman et al. 2010).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Clopidogrel nur einen unwesent-
lichen Einfluss auf die Expression der untersuchten Gene hat. Mit Ausnahme des Gens
Hifla in der Leber, fithrt die Gabe von Clopidogrel nicht zu einer Abmilderung der, durch
LPS-Injektion ausgelosten Steigerung der Genexpression. Somit scheint, zumindest fiir
die untersuchten Gene, die Beeinflussung der Genexpression nicht der verantwortliche
Mechanismus fiir die, an anderer Stelle beschriebenen, positiven Wirkungen von Clopi-

dogrel zu sein.

Clopidogrel ist ein irreversibler Antagonist des P2Y 5 Rezeptors aus der Gruppe der
Thienopyridine (Storey 2006). Der P2Y 1, Rezeptor wird spezifisch auf Thrombozyten ex-
primiert. Einzige bisher bekannte Ausnahme stellen Mikrogliazellen im ZNS dar (Tozaki-
Saitoh et al. 2008). Clopidogrel hemmt den P2Y;5 Rezeptor selektiv (Herbert und Savi
2003). Clopidogrel hemmt die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation durch irrever-
sible Inhibition der Bindung von ADP und dem P2Y5-Rezeptor der Thrombozytenober-
flache (Herbert und Savi 2003). Die positive Wirkung der Thrombozytenaggregations-
hemmer in der klinischen Anwendung konnte in verschiedenen Studien belegt werden.
Zu den grofiten gehoren die CAPRIE- (CAPRIE-Steering-Committee 1996) und CURE-
Studie (Yusuf et al. 2001), in denen die aggregationshemmende Wirkung von Clopidogrel
sowohl fiir Patienten mit Atherosklerose, als auch fiir Patienten mit instabiler Angina
pectoris untersucht wurde.

Auch die positiven Effekte aggregationshemmender Medikamente auf die systemische
Entziindungsreaktion konnten in verschiedenen Studien belegt werden. Diese umfassen
sowohl tierexperimentelle Arbeiten (Winning et al. 2009, Seidel et al. 2009, Hagiwa-
ra et al. 2011), als auch retrospektive Studien (Winning et al. 2009, Winning et al.
2010). Dennoch ist der Wirkungsmechanismus von Pléattchenaggregationshemmern auf
eine systemische Entziindung nicht vollsténdig verstanden (Hagiwara et al. 2011). Der-
zeit werden mehrere verschiedene Mechanismen diskutiert, die die anti-inflammatorische
Wirkung von Clopidogrel und anderer aggregationshemmender Medikamente erklidren
kénnen. Zu diesen gehoren:

1. Die Hemmung der thrombozytenabhdingigen endothelialen Dysfunktion.

Endotheliale Lasionen gehéren zu den frithen Zeichen einer systemischen Entziindungs-
reaktion und kénnen eine Ursache fiir das Organversagen bei Sepsis darstellen (Czabanka
et al. 2007). Thrombozyten konnen direkt und indirekt zur Endothelschddigung beitra-

gen. Zu dem indirekten Mechanismus gehort beispielsweise die Fahigkeit der Thrombo-
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zyten bakterielle Produkte via Toll-like-Rezeptor neutrophilen Zellen zu prasentieren.
Dies fiihrt zur rapiden Produktion von Tumor Nekrose Faktor-a und Reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS), die in der Folge zu endothelialen Schidigungen fithren kénnen
(Aslam et al. 2006, Clark et al. 2007). Thrombozyten kénnen auch direkt das Endothel
schédigen. Dies geschieht beispielsweise durch Exosome (Gambim et al. 2007). Auch
bei direkter Bindung bakterienbeladener Thrombozyten an die Endothelzellen kann die
Apoptose durch ROS-Bildung und den Caspase-Pathway ausgelost werden (Kuckleburg
et al. 2008). Thrombozytenaggregationshemmer haben positive Auswirkungen auf die
endotheliale Dysfunktion. Dies konnte sowohl im Tierversuch (Pu et al. 2001, Walther
et al. 2004), als auch im Patienten (Kharbanda et al. 2002) gezeigt werden.

2. Verminderung von Fibrin- und Thrombozytenakkumulation.

LPS-Injektion fiihrt zur Fibrinablagerung im Lungengewebe der Maus. Clopidogrel kann
diese Akkumulation von Fibrin abmildern (Winning et al. 2009). Im Modell fiir chroni-
sches Nierenversagen der Ratte fithrt Clopidogrel, neben einer verringerten Immigration
von Makrophagen und Expression von Entziindungsmarkern, auch zu einer verminder-
ten Ablagerung von Fibrin im Nierengewebe (Tu et al. 2008). In diesem Zusammenhang
wird diskutiert, ob Thrombozyten mit einer Fibrinakkumulation in Organen assoziiert
sind. Ohtaki et al. (2002) konnten in ihrer Studie zeigen, dass eine LPS-Injektion in einer
Akkumulation von Thrombozyten, gemessen am Serotoninspiegel, in Lunge und Leber
resultiert. Diese konnte durch die Gabe von Acetylsalicylsiure effektiv abgemildert wer-
den.

3. Hemmung der Zytokinproduktion.

In einer Studie von Hagiwara et al. (2011) konnte gezeigt werden, dass Clopidogrel,
neben der Hemmung LPS-induzierter Schiaden in Lunge und Leber, auch zur Senkung
pro-inflammatorischer Marker fiihrt. Zu diesen zéahlen die Zytokine IL-6 und TNF-«, so-
wie High-motility group box 1 (HMGB 1). HMGB 1 ist ein Zytokin-dhnlicher Mediator
der LPS-induzierten Sterblichkeit bei Mausen (Wang et al. 1999).

4. Modulation der Genexpression in peripheren Blutzellen.

Winning et al. (2009) konnten zeigen, dass Clopidogrel zur verdnderten Expression in-
flammationsrelevanter Gene in peripheren Blutzellen im Endotoxin-Modell der Maus
fiihrt. Bei Tieren mit Clopidogrelvorbehandlung wurden 25 Gene im Vergleich zu un-
behandelten Tieren reprimiert. Diese Gene kodierten unter anderem fiir Zytokine und
Zytokin-Rezeptoren, Komplementfaktoren und Immunoglobine, Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptoren.

5. Hemmung der Interaktion von Thrombozyten und Granulo-/Monozyten.
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Thrombozyten und PMVs kénnen Mono- und Granulozyten binden und deren Gen-
expression modulieren (Russwurm et al. 2002, Setzer et al. 2006). Verschiedene Stu-
dien deuten darauf hin, dass Patienten mit Sepsis und Organversagen eine verstarkte
Thrombozyten-Leukozyten Interaktion aufweisen (Russwurm et al. 2002, Gawaz et al.
1995). Bei der Maus kann Clopidogrel die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion sen-
ken (Evangelista et al. 2005). Auch bei Patienten mit kardiovaskuldrer Erkrankung, oder
nach Nierentransplantation senkt Clopidogrel die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion

(Steinhubl et al. 2007, Graff et al. 2005).

Clopidogrel hemmt relativ spezifisch Thrombozyten iiber den P2Y,5, ADP-Rezeptor.
Die Modulation der Genexpression peripherer Blutzellen durch Clopidogrel wird throm-
bozytenabhéngig vermittelt (Evangelista et al. 2005, Winning et al. 2009). Zusétzlich
hemmt Clopidogrel die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion, welche vorzugsweise im
peripheren Blut stattfindet. Da eine Behandlung mit Clopidogrel fast keine Auswirkung
auf die Genexpression in den untersuchten Organen hat, scheinen Thrombozyten bzw.
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen keine Auswirkung auf die Genexpression der
Organe zu haben. Ein Benefit von Clopidogrel und anderer Thrombozytenaggregations-
hemmer bei Sepsis ist demnach mdglicherweise vor allem auf die anti-thrombotische
Wirkkomponente der Medikamente zuriickzufiihren.

Zusammenfassend muss nach Bewertung der Ergebnisse der Genexpression die Hypo-
these, dass Clopidogrel einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Expression der

fiinf untersuchten Gene in Herz, Leber und Hirn hat, abgelehnt werden.

Limitationen

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zeigen, dass Clopidogrel keinen bedeutenden
Einfluss auf die Expression der fiinf untersuchten Gene hat. Es kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, dass Clopidogrel eventuell die Genexpression anderer organspezifischer
Gene beeinflussen kann. Zur Untersuchung dieser Fragestellung miisste eine Genexpres-
sionsanalyse des gesamten Transkriptoms der jeweiligen Organe, beispielsweise mittels
MicroArray, erfolgen.

Des Weiteren hat jede Zelle die Moglichkeit durch Verdnderungen auf translationaler
Ebene, unabhéngig vom Expressionsniveau des jeweiligen Gens, Finfluss auf die synthe-
tisierte Proteinmenge zu nehmen. Um einen mdéglichen Einfluss von Clopidogrel auf die

Regulation der Translation nachzuweisen, miisste die quantitative Mengenbestimmung
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der jeweiligen Proteine in den jeweiligen organspezifischen Zellen erfolgen.

Auch das verwendete Tiermodell weist verschiedene Limitationen auf. Unabhéngig
vom verwendeten Modell, ist bisher kein préklinisches Tiermodell in der Lage die Kom-
plexitét der menschlichen Sepsis vollsténdig zu replizieren (Dyson und Singer 2009). Zu
den allgemeinen Fehlerquellen, die die Ubertragbarkeit von Tierexperimenten auf den
Patienten erschweren, gehoren unter anderem die allgemeinen Unterschiede zwischen
Menschen und Versuchstieren: Schwere der Sepsis, Alter, Geschlecht und Komorbidi-
taten (Dyson und Singer 2009). Zusétzliche Storfaktoren stellen die unterschiedlichen
physikalischen und medikamentosen Therapieverfahren dar, die ein diagnostizierter Sep-
sispatient im Laufe seines Klinikaufenthalts erhélt. Dazu zdhlen Beatmung, Fliissigkeits-
ersatz, Antibiotikabehandlung, hamodynamisches Monitoring und Sedation.

Grob kann man drei Gruppen von tierexperimentellen Sepsismodellen unterscheiden
(de Figueiredo et al. 2008): Endotoxin-Modelle, Modelle mit intravaskulérer Bakterienin-
fusion und Peritonitis-Modelle. In der vorliegenden Arbeit wird ein Endotoxin-Modell
der Maus, basierend auf einer intraperitonealen LPS-Injektion, verwendet. Eine FEnt-
ziindungsquelle liegt nicht vor. Das Endotoxin-Modell ist das am h&ufigsten verwendete
Tiermodell in der Literatur. Auch heutzutage wird es immer noch in der klinischen For-
schung eingesetzt (Alkharfy et al. 2011, Wu et al. 2011). Es ist gut standardisiert und
lasst sich leicht reproduzieren (de Figueiredo et al. 2008). Obwohl erhéhte Serumlevel von
Endotoxin mit der Entwicklung, Schwere und Mortalitidt der Sepsis assoziiert sind (Piper
et al. 1996, Fink und Heard 1990) und eine Endotoxingabe Sepsis-dhnliche Symptome
beim Menschen auslost (Fink und Heard 1990), gibt es charakteristische Unterschie-
de zwischen den jeweiligen Entziindungsreaktionen. So konnte gezeigt werden, dass es
grofse Unterschiede in der LPS-Sensitivitat zwischen Mensch und Maus gibt (Copeland
et al. 2005). Des Weiteren unterscheiden sich die Dynamik der Entziindungsreaktion
hinsichtlich der Zytokinlevel. Wahrend ein Endotoxin-Bolus bei Versuchstieren zu ei-
nem kurzzeitigen, steilen Anstieg proinflammatorischer Zytokine (TNF-«, IL-1, 1L-6)
fithrt (Remick und Ward 2005), kommt es beim sepsiserkrankten Menschen zu einem
geringeren Zytokinanstieg, der jedoch ldnger anhélt. Ein weiterer Kritikpunkt betrifft
die Himodynamik. Endotoxin fithrt héufig zu hypodynamen Zustédnden, wiahrend Pati-
enten mit Sepsis eher einen hyperdynamen Zustand zeigen (Dyson und Singer 2009).

Bei Sepsismodellen, die auf der intravaskuldren Infusion von lebenden Bakterien basie-
ren, gibt es dhnlich, wie beim Endotoxin-Modell keinen septischen Fokus. Folgen der

Infusion sind sofortiger kardiovaskulédrer Kollaps und ein frithzeitiger Tod; Symptome,
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die fiir die menschliche Sepsis eher untypisch sind (de Figueiredo et al. 2008). Die injizier-
ten Bakterien konnen sich in der Regel weder replizieren noch kénnen Kolonien gebildet
werden (Buras et al. 2005). In der Folge fithrt die Bakterienlyse eher zu einer Toxémie
als zu einer Infektion (Buras et al. 2005). Auch der Pathomechanismus stimmt nicht mir
den Vorgéngen bei der Sepsis iiberein, da im Patienten nicht solche groften Bakterien-
massen zirkulieren (de Figueiredo et al. 2008).

Bei den Peritonitismodellen der Sepsis werden mehrere verschiedene Verfahren unter-
schieden: Cecal ligation and puncture (CLP), Cecal ligation and incision (CLI) und
Colon ascendens stent peritonitis (CASP). Der grofse Nachteil der Peritonitismodelle
besteht in dem groferen experimentellen Aufwand und der schwierigen Kontrolle der
Schwere der septischen Belastung, die zu einer hohen Variabilitdt in der Progression
und im Uberleben der Sepsis fiihrt. Gonnert et al. (2011) haben ein Peritonitismodell
entwickelt, das auf der Injektion einer menschlichen Stuhlsuspension basiert. Dies er-
moglicht eine gute Standardisierung bei gleichzeitig geringem experimentellen Aufwand.
Durch die Peritonitisinduktion kommt es, neben der Entwicklung einer Entziindungsre-
aktion, zu himodynamischen und biochemischen Verdnderungen, die den Vorgéangen der
menschlichen Sepsis sehr dhnlich sind (de Figueiredo et al. 2008). Die Zytokinlevel beim
CLP-Modell sind im Vergleich zum Endotoxin-Modell niedriger und entsprechen somit
eher den klinischen Beobachtungen (Remick et al. 2000, Villa et al. 1995).

Trotz der beschriebenen Kritikpunkte wurde in der vorliegenden Arbeit ein Endotoxin-
Modell verwendet, um die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der vorangegangenen

Studie (Winning et al. 2009) zu gewéhrleisten.

Obwohl die Real-Time-PCR eine etablierte Methode zur Genexpressionsanalyse dar-
stellt, handelt es sich um ein komplexes Verfahren, das aus vielen aufeinanderfolgenden
Arbeitsschritte besteht. Zuerst miissen die zu untersuchenden Organe prapariert wer-
den und die RNA aus den Geweben extrahiert werden. Anschliekend erfolgt die Uber-
schreibung der RNA in cDNA, gefolgt von dem eigentlichen Real-Time-PCR-Lauf. Jeder
der Arbeitsschritte stellt eine potenzielle Fehlerquelle dar. Um die Fehleranzahl in den
Versuchen moglichst gering zu halten, erfolgte eine ausgiebige Qualitédtskontrolle (vgl.
Abschnitt 5.2). Um die Vergleichbarkeit der PCR-Ergebnisse zu gewéhrleisten, wurde
weitestgehend nach den Richtlinien von Bustin et al. (2009) gearbeitet.
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Mogliche Ansatze fiir weitere Forschung und klinische

Anwendung

Obwohl die Hypothese, dass Clopidogrel Einfluss auf die Expression der untersuchten
Gene in Herz, Leber und Hirn im Endotoxin-Modell der Maus hat, nicht bestéatigt wer-
den konnte, sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht gegen die Anwendung
von Thrombozytenaggregationshemmern in der Klinik bei Patienten mit einem hohen
Risiko fiir Sepsis und Organversagen. Der in vorangegangenen Studien beschriebene posi-
tive Effekt von Clopidogrel auf die Thrombozytenzahl konnte in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls bestétigt werden (Winning et al. 2009, Seidel et al. 2009, Winning et al. 2010).
In Zusammenhang mit den Ergebnissen fritherer Studien wére fiir die weitere Erfor-
schung eines moglichen Benefits der Thrombozytenaggregationshemmer fiir den Verlauf
von SIRS, Sepsis und des multiplen Organversagens eine prospektive Studie wiinschens-
wert. Fine solche Studie ist in der Arbeitsgruppe von J. Winning und W. Losche geplant
(personliche Mitteilung). Angelegt wird die Studie als randomisierte Doppelblindstudie
mit Patienten, die wegen einer Pneumonie stationar aufgenommen werden. Nach Ein-
schluss erhalten Patienten entweder fiir 7 Tage 100 mg Acetylsalicylsdure oder, fiir 7 Tage

ein Placebo. Als Endpunkte sind Anzeichen fiir Sepsis und Organversagen definiert.

59



7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Clopidogrel auf die Expression inflam-
mationsrelevanter Gene in den Organen Herz, Leber und Hirn im Endotoxin-Modell der
Maus untersucht. Bei den LPS-behandelten Mausen zeigte sich eine signifikante Zunahme
der Expressionsaktivitit fast aller Gene in den untersuchten Organen. Im Gegensatz da-
zu, scheint die Gabe von Clopidogrel keinen bedeutenden Einfluss auf die Genexpression
in den untersuchten Organen zu haben. Dies gilt sowohl fiir Tiere mit LPS- und Clopi-
dogrelbehandlung, als auch fiir solche Tiere mit ausschliefslicher Clopidogrelbehandlung.
Clopidogrel fiihrt zu einer relativ spezifischen Hemmung der Thrombozyten. Die Modu-
lation der Genexpression durch Clopidogrel erfolgt thrombozytenabhangig. Zusétzlich
hemmt Clopidogrel die Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten. Da Clopidogrel,
in der vorliegenden Arbeit, fast keine Wirkung auf die organspezifische Genexpression
hat, scheinen auch Thrombozyten bzw. Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen keine
Auswirkung auf die Genexpression in den Organen zu haben. Die vorliegenden Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass der, in verschiedenen Studien, beschriebene Benefit von
Clopidogrel wahrscheinlich nicht auf eine direkte oder indirekte Beeinflussung der Gen-
expression in den Zielorganen der Sepsis zuriickzufithren ist. Da nur ausgewéhlte in-
flammationsrelevante Gene analysiert wurden, miisste zur weiteren Klarung der Frage-
stellung, eine Analyse des gesamten Genoms der jeweiligen Organe mittels MicroArray-
Technologie erfolgen.

Dennoch spiegelt sich der Benefit fiir die Behandlung mit Clopidogrel auch in den Ergeb-
nissen der himatologischen Untersuchung in der vorliegenden Arbeit wieder. Clopidogrel
verhindert den entziindungsabhiingigen Abfall der Thrombozyten, in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen vorheriger Studien. Die Ablehnung der Hypothese, dass Clopidogrel
Einfluss auf die Expression inflammationsrelevanter Gene hat, stellt keinen Widerspruch
fiir einen klinischen Einsatz der Thrombozytenaggregationshemmer dar. Zusammen mit
den Ergebnissen vorheriger Studien, gibt es geniigend Hinweise, die eine weitere Unter-
suchung der Thrombozytenaggregationshemmer fiir den Einsatz in der Klinik rechtfer-

tigen. Zur weiteren Erforschung eines moglichen Einsatzes von Thrombozytenaggrega-
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tionshemmern in der Pravention und Therapie von Sepsis und Multiorganversagen, ist

eine prospektive Studie notwendig.
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