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Zusammenfassung

Zur Abwehr von Bakterien sind Neutrophile Granulozyten in der Lage neutrophil
derived extracellular traps (NETs) zu bilden. Durch an die NETs angeheftete
Histone und andere antimikrobielle Enzyme kdnnen Mikroorganismen abgetotet
werden. Gleichzeitig ist eine Schadigung des umliegenden Gewebes mdglich.
Inwiefern NETs eine Rolle im Rahmen einer Sepsis in vivo spielen ist bisher
nicht bekannt. Die Madoglichkeit, NETs durch rekombinante humane
Desoxyribonuklease (rhDNase) zu zerstéren, ermoglicht es, die Rolle von NETs
bei Sepsis in vivo genauer zu untersuchen. Die Basis dieser Arbeit bildet ein
murines Modell, bei dem durch zdkale Ligation und Punktion (cecal ligation and
puncture, CLP) eine Sepsis induziert wurde. Zu verschiedenen Zeitpunkten
erfolgten intermittierend intraperitoneale Injektionen von rhDNase. Ziel dieser
Arbeit war es, den Einfluss der DNase Gabe auf 1. die Leukodiapedese
neutrophiler Granulozyten in die Sepsis-assoziierten Organe Leber und Lunge
anhand von histologischer Farbung und Auszahlung und 2. die bakterielle
Dissemination in die Peritonealhdhle, Blut, Lunge und Leber durch die

Bestimmung von colony forming units (CFU) zu untersuchen.

Die Zahl von CFU in der Lunge und in der Peritonealhdhle war bei Mausen mit
DNase Gabe bereits 6 Stunden nach CLP signifikant erhoht. Die Anzahl von
CFU in Mausen ohne rhDNase-Behandlung stieg hingegen spater, dafur aber
24 Stunden nach Sepsisinduktion signifikant starker an. Wahrend 6 Stunden
nach CLP die Anzahl an neutrophilen Granulozyten in Lunge und Leber von
Mausen mit und ohne rhDNase-Gabe auf gleichem Niveau lagen, konnte nach
24 Stunden eine signifikant erhohte Anzahl bei Mausen mit rhDNase-
Behandlung festgestellt werden. Die Depletion von NETs fuhrte
zusammenfassend zu einer gesteigerten bakteriellen Dissemination und zu

einer vermehrten Rekrutierung von Neutrophilen in Sepsis-assoziierte Organe.

Anhand der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Bildung von NETs vor
allem wahrend der fruhen Abwehrphase einer schweren Sepsis von Bedeutung
ist. Insgesamt scheinen die vorteilhaften Effekte der NETs gegenuber den
potentiell gewebeschadigenden Auswirkungen fur das umliegende Gewebe zu

uberwiegen.
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1.Einleitung

1.1 Bedeutung der Sepsis

Die Sepsis stellt bis heute eine der grofdten Herausforderungen der Medizin
dar. Sie ist die zweithaufigste Todesursache auf nicht-kardiologischen
Intensivstationen und insgesamt die zehnthaufigste Todesursache in den
westlichen Nationen (1,2). In den entwickelten Landern wird die Inzidenz der
Sepsis auf etwa 2,5 pro 1.000 geschatzt und zeigt Uber die letzten 20 Jahre
einen jahrlichen Anstieg um 8,7% (3). Die Mortalitat der Sepsis bei
hospitalisierten Patienten ist hoch. Sie liegt hier bei 20%, bei schwerer Sepsis
steigt sie sogar auf 40-50% (2). Dabei spielen vor allem die Zahl, sowie das
Ausmaly der Organschadigungen eine Rolle als pradikativer Faktor fur die
Sterblichkeit (4). Am haufigsten geht eine Sepsis von Infektionen des oberen
Respirationstraktes, besonders von Pneumonien, aus (4). Diese sind
gleichzeitig mit der hochsten Mortalitat assoziiert (4). Bei den Patienten, die
eine Sepsis Uberleben, ist neben einer erhdhten Langzeit-Mortalitat auch die
Inzidenz von chronisch gesundheitlichen Beeintrachtigungen, wie zum Beispiel
von dauerhaften kognitiven und funktionalen Dysfunktionen, erhoht (5). Neben
dieser klinischen Problematik entsteht aullerdem eine betrachtliche
okonomische Belastung durch die Sepsis und ihre Therapie (6). In den USA
betragen die jahrlichen Kosten die durch Sepsis entstehen schatzungsweise
6,7 Mrd. US-Dollar, in Deutschland zwischen 3,6 und 7,8 Mrd. Euro (2,6).
Neben den direkten Kosten durch die Behandlung entstehen im Verlauf noch
zusatzliche indirekte Kosten fur die Gesellschaft, zum Beispiel durch
krankheitsbedingten Arbeitsausfall, FrGhberentung und Versterben (6). Somit ist
eine effektive und effiziente Behandlung der Sepsis nicht nur aus Klinischer,

sondern auch aus gesundheitsokonomischer Sicht dringlich.

Eine wesentliche Rolle fur das Outcome der Patienten spielt die Art des
Keimes, welcher eine Infektion verursacht (4). Eine Metaanalyse von 510
Studien konnte zeigen, dass Infektionen mit gramnegativen Keimen mit einer
hoheren Mortalitat assoziiert sind, als eine Bakteriamie mit Grampositiven (7).

Oft sind diese Infektionen polymikrobiell und durch Keime der intestinalen Flora



verursacht (8-11). Gerade bei Trauma- und abdominal-chirurgischen Patienten
sind Peritonitis, das systemic inflammatory response syndrom (SIRS), Sepsis,
schwere Sepsis und septischer Schock haufige Komplikationen (8, 12, 13).
Zwar konnen die genannten Krankheitsbilder zeitweise flieRend ineinander
Ubergehen, jedoch stellen sie jeweils eigene Krankheitsentitadten dar. Ein SIRS
liegt vor, wenn zwei oder mehr folgender Kriterien erfullt sind: Kérpertemperatur
>38°C oder <36°C; Herzfrequenz >90/min; Atemfrequenz >20/min oder PaCO,
<32 mmHg; Leukozytenzahl >12.000/ul oder <4.000/ul oder >10% unreife
Granulozyten im Differentialblutbild (2). In der lange gebrauchlichen Definition
des American College of Chest Physicians und die Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM) von 1992 wird eine Sepsis als ein SIRS definiert,
welches aus einer bakteriellen, viralen, fungalen oder parasitaren Infektion
heraus resultiert (14). In den neuen Leitlinien des ACCP/SCCM fur die
Behandlung der Sepsis von 2012 ist diese klassische Definition weiterentwickelt
und fur den klinischen Alltag praktikabler worden. Eine Sepsis wird hier lediglich
definiert als das Vorliegen einer Infektion bei gleichzeitigen systemischen
Manifestationen einer systemischen Infektion (15). Eine Sepsis mit Schadigung
eines der Organsysteme Lunge, Leber, Niere, Herz-Kreislauf, Gerinnung oder
zentrales Nervensystem wird als schwere Sepsis definiert (14). Im weiteren
Verlauf kann ein septischer Schock und letztendlich ein Multiorganversagen

folgen.

1.2 Inflammation bei Sepsis

Bisher wurden bereits enorm hohe Ressourcen aufgewendet um den
Pathomechanismus der Sepsis zu verstehen und mogliche Therapieansatze zu
entwickeln oder zu uberprufen (1, 16). Nach heutigem Wissensstand spielen
bei der Immunantwort des Wirts auf pathogene Keime sowohl
proinflammatorische als auch antiinflammatorische Komponenten eine Rolle
(17). Das native Immunsystem ist in der Lage Pathogene Uber pattern-
recognition receptors (PRRs), darunter toll-like- Rezeptoren (TLRs), retinoic
acid inducible gene receptors (RLRs), nucleotide-binding oligomerization
domain receptors (NLRs) und C-type lectin receptors (CLR)s, zu erkennen (18).



Daraufhin  werden  Uber intrazellulare  Signalkaskaden  zahlreiche
proinflammatorische Enzyme vermehrt exprimiert und freigesetzt (18). Hierzu
zahlen unter anderem der Tumornekrose-Faktor-o. (TNF-a), Interleukin-1f (IL-
18), Leukozyten aktivierende Chemokine, Adhasionsmolekile, reaktive
Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxide (16). Bis vor kurzem wurde
angenommen, dass vor allem ein UberschieRen dieser Immunreaktion
verantwortlich fur die schweren Verlaufe einer Sepsis ist (17). Mittlerweile wird
eine heftige native Immunreaktion als zweischneidiges Schwert eingeschatzt.
Zum einen schitzt sie den Wirt vor der Invasion von Pathogenen (17). Auf der
anderen Seite kann sie, wenn sie unkontrolliert ablauft, zur Entwicklung einer
systemischen Infektion, einer intravaskularen Koagulation, Gewebeschaden
und Zelltod als Folge einer unverhaltnismallig starken Reaktion beitragen (17).
Allerdings hat die einfache Inhibition der proinflammatorischen Zytokine keinen
positiven Einfluss auf die Klinik bei Patienten mit schwerer Sepsis (17).
Uberlappend zu der proinflammatorischen Phase erfolgt die Expression und
Freisetzung von antiinflammatorischen Mediatoren, darunter Interleukin-10 (IL-
10), Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1ra), Prostaglandine, I6sliche
Rezeptoren und antiinflammatorisch immunmodulierende Hormone (16). Dabei
ist es bisher unklar, ob die Immunsuppression eine kompensatorische Phase im
Anschluss an die Inflammation darstellt, oder als eine primare Reaktion zu
werten ist (17, 19-21).

1.3 Antimikrobielle Bedeutung neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind fur die Abwehr von extrazellularen
Mikroorganismen von essentieller Bedeutung. Sie gehdren zum unspezifischen
Immunsystem und spielen eine Schlusselrolle zu Beginn einer Abwehr von
grampositiven und gramnegativen Bakterien, sowie von Pilzen (13, 22-24).
Kommt es zu einer Invasion von Mikroorganismen, werden neutrophile
Granulozyten durch Chemotaxis aus dem peripheren Blut an den Ort einer
Infektion oder eines Zellschadens rekrutiert (25). Mikrobielle Bestandteile und
lokal freigesetzte inflammatorische Mediatoren fuhren zu einer Expression von

Adhasionsmolekulen auf der Oberflache von neutrophilen Granulozyten und am



kapillaren Endothel (25). Auf Neutrophilen bewirkt die Expression von L-
Selektin eine Abbremsung der Granulozyten im Blutstrom und ein Entlangrollen
an der Kapillarwand (25). Dies ermoglicht ihnen die Adhasion an das Endothel
Uber die Interaktion von beta-2 Integrinen auf ihrer Zelloberflache und dem
interzellularen Adhasionsmolekul-1 auf dem Endothel (25). Daraufhin kénnen
die Neutrophilen das Endothel durch Ausschuttung von Enzymen wie
Elastinase und Gelatinase durchqueren und in das Gewebe migrieren (25).
Diese direkte Migration oder Chemotaxis wird durch die Umstrukturierung des
Aktin-Zytoskeletts der Neutrophilen, welche so Pseudopodien in Richtung des
inflammatorischen Stimulus ausbilden, ermdglicht (26). Durch verschiedene
Mechanismen konnen neutrophile Granulozyten am Ort einer Infektion

Pathogene abtoten.

Bereits vor uber 100 Jahren wurde von Elie Metchnikoff der Mechanismus der
Phagozytose entdeckt (27). Neutrophile Granulozyten kdénnen sowohl
Oberflachenmolekile von Mikroorganismen, als auch Fc-Teile von
opsonisierten Antigenen Uber verschiedene Rezeptoren, wie zum Beispiel toll-
like-Rezeptoren und Fc-Rezeptoren, erkennen, binden und Uber eine
Einstilpung ihrer Membran in intrazellulare Kompartimente einschlieRen (28-
32). Dadurch entstent ein Phagozytom, welches anschlieend mit
intrazellularen Granula zu einem Phagolysosom fusioniert (28). In diesem
erfolgt die Abtdotung der Bakterien durch oxidative und nicht-oxidative
Mechanismen (28, 33, 34).

Neben der Phagozytose sind neutrophile Granulozyten in der Lage
intrazellulare Granula zu exozytieren (34). So gelangen eine Reihe
proteolytischer Enzyme, wie zum Beispiel die Granulozyten-Elastase und
Myeloperoxidase (MPO), sowie reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) in den Extrazellularraum (34). Dies fuhrt neben der Abtotung von
Bakterien auch zu einer Schadigung oder sogar Zerstorung der in der
Umgebung von Neutrophilen liegenden Parenchymzellen (35, 36).

Vor einigen Jahren wurde neben der Phagozytose und der Exozytose ein
weiterer, bis dahin unbekannter, antimikrobieller Mechanismus entdeckt (37).
Angeregt durch verschiedene Molekule, wie Interleukin-8 (IL-8), Phorbol-



Myristat-Acetat (PMA), Thrombozyten, Lipopolysaccharide (LPS) oder
Pathogene wie Bakterien und Pilze, werfen Neutrophile ihre DNA in den
Extrazellularraum aus (38). Dieser Mechanismus wird Netose genannt (37). Die
Netose unterscheidet sich in ihrem Ablauf von der Apoptose und der Nekrose
(37). Die DNA formatiert sich extrazellular zu Netzen, durch welche Bakterien
immobilisiert und abgetdtet werden kdnnen (37, 39-49). Diese Konglomerate

werden neutrophil derived extracellular traps (NETs) genannt (37, 39-49).

1.4 Antimikrobielle Bedeutung von NETs

NETs sind extrazellulare Strukturen mit einem Grundgerist aus zellfreien
Chromatinstrangen (cell-free-DNA, cf-DNA) (37). Diesen sind unter anderem
die Histone H1, H2A, H2B, H3, H4, sowie wichtige bakterizide Proteine und
Enzyme der Granula neutrophiler Granulozyten, wie zum Beispiel Elastase,
Myeloperoxidase und Cathepsin G, angeheftet (37, 39, 40, 50). Bakterien und
andere Pathogene konnen abgefangen, gebunden und durch die antimikrobiell
wirkenden Histone sowie die antimikrobiellen Proteine eliminiert werden (44,
45, 51). NETs interagieren sowohl mit grampositiven und gramnegativen
Bakterien, als auch mit Pilzen (37, 40, 44). Nach Einschluss der
Mikroorganismen kommt es durch die den NETs angehefteten Histone zur
Abtotung und Spaltung virulenter Faktoren, wie zum Beispiel Toxin alpha,
welches vom grampositiven Staphylococcus aureus gebildet wird, oder IpaB,
welches die grampositive Shigella flexneri produziert (37, 40). Bisher ist
allerdings nicht bekannt, wie NETs auf molekularer Ebene Bakterien binden.
Brinkmann und Mitarbeiter vermuten, dass elektrostatische Interaktionen
zwischen kationischen Anteilen der NETs und anionischen Anteilen der
Bakterienoberflache eine Rolle spielen konnten (39). In aktuellen Studien
konnte daruber hinaus gezeigt werden, dass NETs neben ihrer strukturellen
antimikrobiellen Wirkung in der Lage sind, die Produktion von antibakteriellen
Zytokinen, wie zum Beispiel Interferon-a (IFN-a), zu steigern (53-54). IFN-a. ist
beteiligt bei der Abwehr und Kontrolle von Infektionen durch Bakterien, Viren
und Protozoen (55). Trotzdem sind einige Bakterienstamme resistent
gegenuber den NETs (44, 56-59). Diese Stamme haben Mechanismen



entwickelt, sich der Abtotung durch NETs zu entziehen. Sie exprimieren
beispielsweise Desoxyribonukleasen (DNasen), welche das Chromatingerust
der NETs spalten koénnen. So bilden zum Beispiel nahezu alle
Streptokokkenstamme der Gruppe A mindestens eine extrazellulare DNase
(59). Buchanan und Mitarbeiter wiesen dartber hinaus nach, dass Stamme von
Streptococcus pneumoniae sich durch DNase-Expression der durch
Neutrophile vermittelten Totung teilweise entziehen kdnnen und dadurch eine

héhere Pathogenitat aufweisen, als Stamme, die keine DNase bilden (57).

Neben der Abtdétung und Verhinderung der systemischen Streuung von
Mikroorganismen fuhrt die NETs-Bildung auch zu einer erhdhten extrazellularen
Konzentration antimikrobieller Proteine am Ort einer Infektion (40). Durch die
dem Chromatin angehefteten Proteasen und Enzyme der Granula von
neutrophilen Granulozyten kann es zu einer Schadigung von umliegenden
Parenchymzellen kommen (40). So entstehen durch die Bildung von NETs
auch potentiell negative Konsequenzen fur den Wirt (43). Dies scheint vor allem
in Organen mit einem grof3en kapillaren Endstromgebiet eine Rolle zu spielen.
In vitro konnte eine NETs-assoziierte Schadigung von Endothelzellen gezeigt
werden (40, 54, 60). Daruber hinaus wiesen Clark und Mitarbeiter in einem
murinen Modell, mit einer durch Lipopolysaccharide (LPS) induzierten
Endotoxamie, das Vorhandensein von NETs in Lebersinusoiden in vivo nach
(40). Mit der Anwesenheit von NETs war eine verminderte Perfusion, sowie
eine Schadigung von Lebergewebe, die durch die Bestimmung der Alanin-
Aminotransferase (ALT) im Blut gemessen wurde, assoziiert (40). Die Leber ist
neben der Lunge ein typischer Manifestationsort eines Sepsis-assoziierten

Organversagens (61).

1.5 Bedeutung der NETs im Rahmen einer Infektion

Bei einer systemischen Infektion werden neutrophile Granulozyten vor allem in
die Endstromgebiete von Lunge und Leber als typische Manifestationsorte
rekrutiert (62). Bei Patienten mit einem akuten respiratorischen Distress-
Syndrom (ARDS), welches eine Folge von einer Sepsis sein kann, finden sich

massive Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten in der Lunge, wobei



die Zahl der Neutrophilen mit der Mortalitat korreliert (63, 64). Gleichzeitig ist
bei einer Sepsis eine Thrombozytopenie in Lunge und Leber nachweisbar (40,
65, 66). Clark und Mitarbeiter konnten zeigen, dass es Uber die Interaktion von
Thrombozyten und Neutrophilen zu einer verstarkten NETs-vermittelten
Bakterienabwehr kommt (40). Uber eine gesteigerte Expression des toll-like-
Rezeptors 4 (TLR4) auf der Oberflache von aktivierten Thrombozyten binden
diese Uber den TLR4-Liganden an neutrophile Granulozyten und fuhren zur
Formation von NETs (40, 65-67). Diese Zellinteraktion mit einer daraus
resultierender Bildung von NETs konnte im Blut von Patienten mit Sepsis
nachgewiesen werden (65). Thrombozyten gelten daher als hochpotente
Induktoren der NETs-Formation. Da in vitro die durch Bakterien oder andere
Induktoren vermittelte NETs-Bildung einige Stunden erfordert, ware es im
Kontext der Sepsis denkbar, dass aktivierte Thrombozyten bei neutrophilen
Granulozyten eine schnellere NETs-Formation induzieren, noch bevor eine
Phagozytose der Mikroorganismen erfolgt (42, 45). NETs konnten somit
moglicherweise schneller und gleichzeitig mehr Bakterien abfangen, als dies
einzelne Neutrophile durch Phagozytose und Exozytose erreichen wirden (42).
Da septische Krankheitsbilder zum einen mit einer starken Aktivierung der
Immunantwort und exzessiver Ausschuttung pro- und antiinflammatorischer
Mediatoren, und zum anderen mit einer sekundaren Dysregulation des
Immunsystems verbunden sind, ist es denkbar, dass NETs auch eine
immunmodulatorische Rolle innehaben (42). Die Dysregulation des
Immunsystems kann sowohl das unspezifische Immunsystem, mit gestorter
Freisetzung von Zytokinen, als auch das spezifische Immunsystem durch
Alteration der Antigenprasentation und einer daraus resultierenden oder
zusatzlich entstandenen Dysregulation der T-Zellantwort betreffen (17). Die
Bedeutung einer Fehlregulation von NETs bei der Entstehung einer Sepsis ist
bisher nicht bekannt.

Neben der Bildung von NETs durch Bakterien oder Thrombozyten, konnten in
vitro Modelle mit humanen neutrophilen Granulozyten und dem Humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) zeigen, dass Neutrophile auch durch HIV zur
Bildung von NETs stimuliert werden (68). Gleichzeitig generiert das Virus die
Bildung von Interleukin-10 (IL-10) in dendritischen Zellen, um der Netosis
entgegenzuwirken (68).



1.6 Bedeutung der NETs bei nicht infektiosen Erkrankungen

Auch bei unterschiedlichen nicht infektiosen Erkrankungen konnte eine

Beteiligung von NETs an deren Pathogenese aufgezeigt werden (69-75).

Dies betrifft unter anderem Autoimmunerkrankungen wie den systemischen
Lupus erythematodes (SLE). Es wird angenommen, dass die extrazellulare
Exposition von Chromatin und endogenen Adjuvantien in Kombination mit einer
gestorten Beseitigung dieser, oder aber einer abnormalen Reaktion auf diese
Molekule, die Bildung von Autoantikorpern bewirkt (76-79). SLE ist eine
multifaktorielle Autoimmunerkrankung, bei der die Patienten Antikorper gegen
Chromatin entwickeln. Dies fuhrt zur Ablagerung von Immunkomplexen und
Inflammation in Organen wie Niere, Haut und Gelenken (73, 80). Obwohl es
wahrscheinlich scheint, dass NETs in der Pathogenese eine bedeutende Rolle
spielen, reicht die alleinige Applikation von in vitro generierten NETs allerdings
nicht zur Induktion einer Autoimmunreaktion aus (81). Eventuell spielen
mikrobielle Bestandteile im Sinne von TLR Liganden eine Rolle als Adjuvantien

bei der Entstehung von Autoreaktivitat gegen Chromatin bei SLE (81).

Die autosomal-rezessiv vererbte zystische Fibrose ist eine Erkrankung, welche
aufgrund eines gestorten transmembrandsen lonentransports mit einer
erhohten Mukusviskositat einhergeht (82, 83). Im Sputum von Patienten mit
zystischer Fibrose finden sich stark erhdhte Level freier DNA, welche unter
anderem zu dieser gesteigerten Viskositat beitragen (83-85). Ursprunglich
wurde das Vorliegen freien Chromatins im Sputum als Zeichen einer
vermehrten Nekrose von neutrophilen Granulozyten gesehen (86). Seit der
Entdeckung von NETs werten einige Autoren die erhohten DNA-Spiegel im
Sputum als Ausdruck einer exzessiven NETs-Produktion (87, 88). Derzeit wird
diskutiert, ob die Inflammation, die mit zystischer Fibrose einhergeht, primar
durch die Ausschittung von NETs und proinflammatorischen Zytokinen
verursacht ist, oder sekundar durch die chronische Besiedlung des Mukus mit
Pathogenen (89-91).



Auch bei der Praeklampsie, die weltweit ein haufiger Grund fur maternale und
fetale Mortalitat ist, sind NETs involviert (70). Die Praeklampsie tritt in der
spaten Phase einer Schwangerschaft auf und ist assoziiert mit einer
vermehrten Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und erhdhten Spiegeln
von cf-DNA im maternalen Serum (92, 93). In vitro konnte nachgewiesen
werden, dass von der Plazenta herriGhrende Faktoren, wie IL-8 und plazentare
Mikropartikel, neutrophile Granulozyten zur massiven Bildung von NETs
aktivieren konnen (69). Dies konnte die erhdhten maternalen cf-DNA-Spiegel
erklaren und eine Rolle in der plazentaren Minderperfusion, welche mit der

Praeklampsie assoziiert ist, spielen (69).

1.7 Desoxyribonuklease und ihre therapeutische Bedeutung

Desoxyribonuklease (DNase) ist eine Endonuklease, die physiologisch in
Pankreas und exokrinen Drisen des Korpers produziert wird und die Hydrolyse
von Desoxyribonukleinsaure (DNA) katalysiert (94). Eine ihrer Hauptfunktionen
ist die Zersetzung von mit der Nahrung aufgenommener DNA im
Verdauungstrakt (95). Daruber hinaus scheint DNase wichtig fur die Hydrolyse
extrazellularer DNA im Rahmen einer Nekrose zu sein (95). Dies wird als
Schutz gegen die Bildung von Autoantikorpern gegen DNA gewertet (95). Im

Serum liegt die Konzentration von DNase durchschnittlich bei 3ng/ml (96).

Bei Krankheiten, die durch UbermaRige Ablagerung chromatinhaltiger
Strukturen verursacht werden, wie zum Beispiel bei der zystischen Fibrose oder
dem systemischen Lupus erythematodes (SLE), kann die Eigenschaft von
DNase, extrazellulare DNA spalten zu konnen, therapeutisch genutzt werden
(94, 97-102). Durch in vitro Studien konnte nachgewiesen werden, dass NETs
durch Desoxyribonuklease gespalten werden, wohingegen ihr Chromatingerust
durch Streptokinase nicht zerstort wird (37, 39). Bei der Behandlung des SLE
wurde die therapeutische Wirksamkeit von DNasen in einem murinen Modell
auch in vivo Dbestatigt (97). Im Vergleich zur immunsuppressiven
Standardtherapie mit Steroiden war die intermittierende DNase-Behandlung mit
einem positiven Einfluss auf die Lebensdauer, einer reduzierten Anzahl von

Immunkomplexablagerungen und einer verbesserten Organfunktion assoziiert



(97). In einer darauf aufbauenden Studie mit humanen Patienten, die an einem
SLE erkrankt waren, wurde die intravendse Gabe von rekombinanter humaner
DNase (rhDNase) gut vertragen und fuhrte nicht, wie beflurchtet, zu einer

Bildung neutralisierender Antikdrper gegen rhDNase (94).

Bei Patienten mit zystischer Fibrose wurden daruber hinaus bereits in mehreren
Studien positive Behandlungseffekte durch rhDNase nachgewiesen (100-102).
Im Sputum dieser Patienten ist vermehrt freie DNA nachweisbar, welche unter
anderem zu einer erhdhten Viskositat des Mukus fuhrt (84, 85). Seit 1992 wird
rhDNase bei der Therapie der zystischen Fibrose angewandt. Diese Therapie
ist assoziiert mit einer Grolenabnahme der freien DNA im Sputum und geht

evidenzbasiert mit einer verbesserten Lungenfunktion einher (83, 103).

DNasen konnen sowohl intraperitoneal (i.p.) als auch intravends (i.v.) appliziert
werden und zeigen bei beiden Applikationsformen nach pharmakodynamischen
und pharmakokinetischen Untersuchungen eine gute Enzymaktivitat (94, 97).
Die Halbwertszeit fur rhnDNase im Serum liegt nach i.v. Injektion bei circa 105
Minuten und nach i.p. Injektion bei 5 Stunden (97). Flr eine nachweisbare
Nukleaseaktivitat im Serum ist eine Serumkonzentration von 50 bis 100 ng/ml
rhDNase notwendig (96).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die pharmakodynamischen und —kinetischen Eigenschaften sowie die Fahigkeit
von Desoxyribonukleasen, das Chromatingerust der NETs zu spalten, eroffnet
die Moglichkeit, die pathophysiologische Bedeutung von NETs bei der Sepsis
weiterfuhrend in vivo zu untersuchen. Im Rahmen eines Projekts sollten in
einem murinen Sepsismodell die lokalen und systemischen
pathophysiologischen Einflisse von NETs und die therapeutische Rolle von
DNase bei der polymikrobiellen Sepsis evaluiert werden.

Innerhalb des Gesamtprojekts wurden fur diese Arbeit folgende Zielsetzungen
definiert:
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1. Untersuchung der bakteriellen Dissemination durch Bestimmung der colony
forming units (CFU) in Lunge, Leber, Blut und Peritonealhdhle als besonders
von der Sepsis betroffene Organe

2. Untersuchung der Migration neutrophiler Granulozyten durch histologische

Auszahlung in den Endstromgebieten Lunge und Leber.

Die Basis der Arbeit bildet ein Mausmodell mit C57BI/6-Mausen, bei dem durch
Zdkumligation und —punktion (cecal ligation and puncture, CLP) eine
polymikrobielle Sepsis induziert wurde. Dieses Verfahren gilt als etabliert fur die
Induktion einer polymikrobiellen Sepsis mit Keimen der intestinalen Flora (104).
Nach CLP entwickeln die Tiere eine Bakteriamie, Hypothermie, Hypotension
und darUber hinaus Schaden an multiplen Organsystemen (105-107). Die
Neutralisation von NETs erfolgte durch intermittierende intraperitoneale
Injektion rekombinanter humaner Desoxyribonuklease (rhDNase) zu definierten
Zeitpunkten nach CLP (1 Stunde, 4 Stunden, 7 Stunden, 10 Stunden, 24
Stunden und 27 Stunden nach CLP). Anhand dieses Protokolls sollte Uberprift
werden, welche Bedeutung NETs fur die bakterielle Infiltration von Organen,
Blut und Peritoneallavage, sowie auf die Leukodiapedese von neutrophilen

Granulozyten besitzen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Im Folgenden werden die bei dieser Arbeit verwendeten Gerate,

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien aufgelistet.

2.1.1 Gerite

* HE-Farbeapparat: Tissue-Tek (Xpress® x, Sakura, Alphen aan den Rijn,

Niederlande)
* Auflichtmikroskop: Axiovert (Zeiss, Jena, Deutschland)
e  Mikrotom: HM400, (Microm, Walldorf, Deutschland)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

* Mikrotiterplatten: Polystyrol-Platten, 96 Vertiefungen, U-Form,
oberflachenunbehandelt, sterii (BRAND GmbH+Co KG, Wertheim,
Deutschland)

* Objekttrager: Glasobjekttrager, 76 x 26mm, mit Mattrand, geschnitten und
gereinigt (Engelbrecht, Ederminde, Deutschland)

* Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

* Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

* Plattenmedien: Columbia CNA Agar mit 5% Schaafsblut

» Schraubenverschlussrohrchen (Falcon BD, Heidelberg, Deutschland)

2.1.3 Chemikalien

* ASDCL-L6sung: bei insgesamt 24ml bestehend aus 0,5ml Fast-Red-Violet

LB-Losung, 0,5ml Natriumnitritidsung, 20ml Aqua dest, 2,5ml Trizmal 6,3
und 0,5ml Naphtol AS-D Chloracetat-Losung (Sigma-Aldrich, St.Louis,
Missouri, USA)
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* Dulbecco’s phosphate buffered saline: Phosphatgepufferte Salzlésung

(Gibco/Invitrogen, , Karlsruhe, Deutschland)
* Eosin-G-Lésung (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA)
e Hamalaun-Losung (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA)

2.2 Tiermodell

Die Tierversuche wurden von einem anderen Mitglied der Arbeitsgruppe
durchgefuhrt (Abschnitt 2.2.1 bis 2.2.4). Die Darstellung des Tiermodells wird
lediglich zur Anschaulichkeit des Projekts aufgefuhrt.

2.2.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden mit weiblichen Wildtyp C57bl/6 Mausen (TVA,
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) durchgefuhrt. Sie waren zum Zeitpunkt
der Versuche 7-11 Wochen alt und 18-22 g schwer. Alle Mause wurden unter
specific pathogen free (SPF) Bedingungen gehalten und hatten freien Zugang
zu Nagetierfutter und zu Wasser ad libitum. Die Tierversuche erfolgten nach
behordlicher Genehmigung durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und
Umweltschutz NRW (Aktenzeichen: 87-51.04.2010.A112).

2.2.2 Versuchsaufbau

Zu Beginn erfolgte eine Einteilung der Mause in 4 Gruppen:

1) Sham; 2) Sham + rhDNase; 3) CLP; 4) CLP + rhDNase. Bei Mausen der
Sham-Gruppe wurde lediglich eine mediane Laparotomie mit Er6ffnung von
Faszie und Peritoneum durchgefuhrt. Mause der Sham + rhDNase-Gruppe
erhielten zusatzlich zu der Eroffnung des Abdomens intraperitoneale (i.p.)
Injektionen von rekombinanter humaner DNase (rhDNase) zu definierten
Zeitpunkten. Bei den Mausen der CLP-Gruppe wurde das Abdomen median
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laparotomiert und anschlieBend eine Ligation und Punktion des Zdkums
durchgefuhrt. Den Tieren, die der CLP + rhDNase-Gruppe angehoérten, wurde
nach Laparotomie mit zOkaler Ligation und zOkaler Punktion intraperitoneal
(i.p.) rhDNase zu definierten Zeitpunkten appliziert. Naive Mause ohne jegliche
Behandlung dienten als Kontrollgruppe (n = 35). Um die Lebensdauer der
Mause nach CLP zu beurteilen wurde die Mortalitat alle 12 Stunden bis zum 7.

Tag beobachtet.

2.2.3 Zdkalpolligatur und Punktion

Das CLP Modell ist ein bereits etabliertes Verfahren zur Induktion einer
polymikrobiellen Sepsis (104). Eine Mischung aus 10 mg/kg Xylazin und 100
mg/kg Ketaminhydrochlorid wurde zunachst zur Betdubung i.p. injiziert. Nach
Rasur und Desinfektion des Abdomens erfolgte eine mediane Laparotomie von
1 cm Lange, bei der sowohl Faszie als auch Peritoneum eréffnet wurden. Dann
wurde das Zokum mit einem Faden der Starke 4-0 proximal zu ca. 50% ligiert,
wobei das intestinale Lumen durchgangig blieb. Mit einer 21-Gauge-Kanule
wurde das Zokum zweimal punktiert, sowie etwas Darminhalt ausgepresst. Im
Anschluss erfolgte die Reposition des Darmes und der Bauchdeckenverschluss
mittels zweifacher Naht. Unter diesen Bedingungen zeigten alle Mause, bei
denen eine CLP durchgefuhrt wurde, schwere Krankheitszeichen innerhalb der
ersten 24 Stunden. In der Sham-Gruppe erfolgte eine Laparotomie und
Mobilisation des Darms ohne jedoch, dass eine Ligation und Punktion des

Zokums durchgefuhrt wurde.

2.2.4 Intraperitoneale Injektion von rhDNase

Mause, welche eine Behandlung mit rhDNase bekamen, wurde gemal
Arbeitsprotokoll zu definierten Zeitpunkten bestimmte Konzentrationen von
rhDNase intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die i.p. Applikation von rhDNase bei
Mausen wurde zuerst von Macanovic und Mitarbeitern beschrieben . Diese
zeigten, dass Serumkonzentrationen von rhDNase zwischen 0,1 und 1 pg/ml
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notwendig sind, um eine nachweisbare Endonukleaseaktivitdt im Serum zu
erreichen (97). Die Halbwertszeit von rhDNase im Serum liegt nach i.p.
Injektion bei 5 Stunden. In dieser Arbeit wurde den Tieren rhDNase in einer
Dosis von 5 mg/kg oder statt rhDNase 100 uyl PBS mit 2 mM Calcium injiziert.
Die Gabe erfolgte 1 Stunde, 4 Stunden, 7 Stunden, 10 Stunden, 21 Stunden, 24
Stunden und 27 Stunden nach CLP. In den Sham-Gruppen wurde das Zokum
nicht perforiert und die Mause erhielten lediglich Injektionen mit rhrDNase oder
der Kontrolllésung zu den korrelierenden Zeitpunkten. Die Mause wurden zu
definierten  Zeitpunkten durch  Kohlenstoffmonoxid-Intoxikation  getdtet.
Unmittelbar nach der Tétung wurde durch kardiale Punktion Blut gewonnen.
Zudem erfolgte durch Spulung der Peritonealhdhle mit 4 ml eiskaltem PBS die
Gewinnung von Peritoneallavage-Flussigkeit. Aus den Suspensionen wurde die
Anzahl der colony forming units (CFU) bestimmt. Zudem wurden die Organe

Lunge und Leber steril prapariert.

2.3 Methoden

Die Bestimmung der Konzentrationen von cf-DNA/NETs, DNase und IL-6

wurden von anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe durchgefuhrt.

Die histologische Untersuchung im Hinblick auf die Leukodiapedese
neutrophiler Granulozyten, sowie die Bestimmung von colony forming units
(CFU) in Leber, Lunge, Blut und Peritoneallavage, wurden von mir
durchgefuhrt.

2.3.1 Bestimmung der colony forming units (CFU)

Die quantitative Analyse vermehrungsfahiger Bakterien im Blut, in der
Peritonealhdhle, sowie in Lunge und Leber der Mause erfolgte durch
Bestimmung der colony forming units (CFU). Fur die Analyse standen je 30 pl

zu definierten Zeitpunkten unter sterilen Bedingungen gewonnene
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Zellsuspensionen aus der Peritonealspllung und intrakardial gewonnen Blutes

zur Verfugung.

Von jeder Probe wurden drei 1:10 Verdinnungsreihen hergestellt, wobei die
erste Verdunnung 10 ul Peritoneallavage oder Blut auf 90 ul PBS beinhaltete.
Jede Verdunnungsreihe bestand aus funf 1:10 Verdlinnungen, sodass in der
letzten Verdlinnung eine Konzentration von 1:100 000 vorlag. AuRerdem wurde
je Verdunnungsreihe eine Negativkontrolle mit PBS angefertigt. 10 ul aller
Verdinnungen, inklusive den Negativkontrollen, wurden auf Columbia Agar
Platten mit 5% Schaafsblut aufgetragen. Diese wurden anschliefend unter
aeroben Bedingungen bei 37 °C vibrationsarm inkubiert. Nach 24 Stunden
erfolgte die Auszahlung der Bakterienkolonien. Dabei wurde der Mittelwert aller
drei Verdunnungsreihen pro Probe ermittelt, wobei immer mit der
Verdinnungsstufe gerechnet wurde, in der alle drei Verdlinnungsreihen
zahlbare Bakterienkolonien aufwiesen. Die Ergebnisse wurden spezifiziert als

CFU pro 1 ml Peritoneallavage oder Blut.

Zusatzlich wurden ein Lungenfligel und die Halfte der Leber zu den definierten
Zeitpunkten unter sterilen Bedingungen mit einem Metallmérser unter Zugabe
von 1 ml PBS homogenisiert. Von je 10 ul des Uberstandes vom Homogenisat
wurden mit 90 ul PBS drei 1:10 Verdunnungsreihen je Probe hergestellt. Jede
Verdunnungsreihe beinhaltete funf Verdinnungen und eine Negativkontrolle.
Das weitere Vorgehen entsprach dem von Peritoneallavage und Blut. Die

Ergebnisse wurden spezifiziert als CFU pro 1 ml Homogenisat.

2.3.2 Histologische Untersuchung von Leber und Lunge

Als quantitatives Mal} der Leukodiapedese bei der polymikrobiellen Sepsis
wurde die Anzahl neutrophiler Granulozyten in Leber und Lunge bestimmt. Fur
die Analysen standen die zu den definierten Zeitpunkten nach CLP steril
entnommenen Organe Lunge und Leber zur Verfugung. Je ein Lungenfligel
und die Halfte der Leber wurden sofort nach Enthahme bei Raumtemperatur in
4% Formaldehyd fixiert. Danach wurden sie dehydriert, paraffiniert und in

Paraffin eingebettet. Dann wurden von jeder Probe zwei 3 um dicke Schnitte
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mit einer Stahlklinge, die in einem Schlittenmikrotom befestigt war, angefertigt.
Die Schnitte wurden auf einen Glasobjekttrager aufgetragen, in Kivetten

sortiert und fur 20 Minuten bei 60 °C in einem Brutschrank getrocknet.

Ein Schnitt jeder Probe wurde mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Dies
erfolgte mit Hilfe des Farbeapparates des Institutes fur Pathologie der Uniklinik
Dusseldorf. In diesem wurden zunachst die Kerne mit Hamalaun-Lésung 3
Minuten gefarbt und die Praparate anschlieBend mit 0,1% HCI-Lésung 2
Sekunden lang gespult. Danach erfolgte eine Differenzierung mit
Leitungswasser. Die Gegenfarbung erfolgte mit 0,5% Eosin-G-Losung fur 3
Minuten gefolgt von 30 Sekunden Spulen mit Leitungswasser. Dann
durchliefen die Praparate eine ansteigende Ethanolreihe und wurden
anschlieBend eingedeckelt. Zellkerne wurden so dunkelblau angefarbt,

Zytoplasma rot und Kollagen, Elastin und Erythrozyten orange-rot.

Der zweite Schnitt jeder Probe wurde mit Chloracetatesterase gefarbt, um
neutrophile Granulozyten nachweisen und quantifizieren zu koénnen. Hierzu
wurden die Praparate zunachst mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) gespult.
Danach wurden sie mit Chloracetatesterase-Farbelosung (ASDCL-Farbung)
bei 37 °C gefarbt. Nach 30 Minuten Farben wurde mit Aqua dest. gespult und
eine Gegenfarbung mit Hamalaun-L6sung durchgefuhrt. Anschliefend wurden
die Praparate 3 Minuten in Leitungswasser getaucht, nochmals mit Aqua dest.
gespult und schlieBlich eingedeckelt. Zellen der Granulopoese wurden so rot-
violett angefarbt, wohingegen Lympho- und Monozyten nur eine schwache
oder keine Reaktion zeigten. Zellkerne anderer Gewebe waren dunkelblau

sichtbar.

Mit einem Mikroskop und computergestutzter Bildverarbeitung wurde eine
semiquantitative Analyse der positiv angefarbten Zellen pro Gesichtsfeld
durchgefuhrt. Dafur wurden 20 Gesichtsfelder mit einem 100x Objektiv
meanderformig betrachtet und die neutrophilen Granulozyten ausgezahilt.
Danach wurde der arithmetische Mittelwert aller positiven Zellen pro
Gesichtsfeld gebildet. Die Ergebnisse wurden spezifiziert als neutrophile
Granulozyten pro Gesichtsfeld.
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2.4 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diega, CA, USA) durchgefluhrt. Die Ergebnisse sind
dargestellt als arithmetisches Mittel (mean) + Standardfehler des arithmetischen
Mittels (Standard error of the mean, SEM). Daten, die aus verschiedenen
Gruppen stammen, wurden mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (One-
way ANOVA) und anschlieBendem Newman-Keuls-Post-Test getestet. Die
Daten zum Uberleben der Mause sind in einer Kaplan-Meyer-Uberlebenskurve
dargestellt. Die Uberlebenszeiten wurden verglichen durch den Gehan-
Wilcoxon-Test; die Pravalenzen der Mortalitat wurden verglichen durch den
exakten Test nach Fisher. Als signifikant wurde ein p-Wert von <0.05

angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Gesamtprojekts

Die unter 3.1 dargestellten Ergebnisse sind Bestandteil des Gesamtprojekts der
Arbeitsgruppe. Sie stellten die Grundlage der selbst durchgefuhrten Analysen

dar und sind zum besseren Verstandnis dargestellt.

3.1.1 Gesteigerte Freisetzung von NETs und erhohte DNase-

Konzentrationen nach CLP

In einem ersten Schritt zur Untersuchung der pathophysiologischen Bedeutung
von NETs bei der Entstehung und dem Verlauf einer Sepsis wurden die Spiegel
von cf-DNA/NETs und DNase im Serum der Mause 6, 24 und 48 Stunden nach
CLP oder Sham-Operation bestimmt (Abbildung 1A, B). In der CLP—Gruppe
waren zu allen Zeitpunkten erhdohte Konzentrationen von cf-DNA/NETs
verglichen mit der Sham-Gruppe und der Naiv-Gruppe messbar (Abbildung 1A).
Das Maximum wurde 24 Stunden nach CLP erreicht (108). Bereits bei naiven
Mausen war DNase im Serum nachweisbar. Nach Induktion der Sepsis stieg
die DNase-Konzentration kontinuierlich an. Zu allen 3 Zeitpunkten war die
DNase-Konzentrationen gegenuber der Sham-Gruppe und den naiven Mausen
signifikant erhoht (Abbildung 1B) (108). Im Gegensatz zu den Spiegeln von cf-
DNA/NETs fielen die DNase-Spiegel auch 48 Stunden nach Induktion der
Sepsis nicht ab (108).
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Abbildung 1. Erhohte Freisetzung von cf-DNA/NETs und DNase nach CLP in peripherem Blut. Die
Konzentration von cf-DNA/NETs (A) und DNase (B) im Serum der Mause wurden 6, 24 und 48 Stunden
nach CLP bestimmt. Die Mause der Sham-Gruppe, bei welchen eine Laparotomie ohne ztkale Perforation
erfolgte, dienten als Kontrolle (Sham-Gruppe). Mause der Naiv-Gruppe erhielten Uberhaupt keine
Behandlung. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM,; #p <0.05, ##p <0.01, ###p <0.001 versus
Kontrolle, SBp <0.05, $$Sﬁp <0.001 versus Naiv. CLP = Zokale Ligation und Punktion; DNase =
Desoxyribonuklease [Abbildung aus Meng et al. (2012) (108)]

3.1.2 Degradation von NETs in vivo durch die Applikation von rhDNase

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass NETs durch rhDNase in ihrer Struktur
zerstort werden konnen (108). In einem weiteren Schritt sollte nun gepruift
werden, ob eine Behandlung mit rhDNase auch in vivo zu einer Reduktion von
cf-DNA/NETs fuhrt (108). Hierzu wurde die Konzentration von cf-DNA/NETs
und DNase im Serum von Mausen 6, 24 und 48 Stunden nach CLP mit und
ohne DNase-Behandlung bestimmt (Abbildung 2). Die intermittierende
intraperitoneale Gabe von rhDNase fiuhrte zu einer erhdhten Konzentration von
DNase im Serum (Abbildung 2A) (108). Uberraschenderweise war die
Serumkonzentration zum Zeitpunkt 48 Stunden nach CLP, das heilt 24
Stunden nach der letzten rhDNase-Gabe, immer noch deutlich erhoht (108). 6
Stunden nach CLP lagen die cf-DNA/NETs-Konzentrationen in beiden
Mausgruppen auf gleichem Niveau (108). Die hochsten cf-DNA/NETs-
Konzentrationen wurden 24 Stunden nach CLP nachgewiesen (Abbildung 2B)

(108). In den Mausen, die mit rhDNase behandelt wurden, waren die cf-
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DNA/NETs Konzentrationen signifikant reduziert (108). Dies zeigte, dass eine
Degradation von cf-DNA/NETs durch rhDNase in vivo moglich ist (108).
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Abbildung 2. Einfluss der Behandlung mit rhDNase auf cf-DNA/NETs. Die Spiegel von cf-
DNA/NETs (A) und DNase (B) nach Behandlung mit entweder 5 mg/kg rhDNase (CLP +
rhDNase) oder 100 ul PBS (CLP Gruppe) nach CLP wurden 6 (n=5), 24 (n=7) und 48 (n=7)
Stunden nach CLP gemessen. ***p <0.001 versus dem anschlieBenden Zeitpunkt innerhalb
einer Gruppe; ###p <0.001 versus CLP ohne rhDNase. CLP = Zokale Ligation und Punktion;
DNase = Desoxyribonuklease; NETs = Neutrophil derived extracellular traps; PBS =

Phosphatgepufferte Salzlésung; rh = rekombinant human [Abbildung aus Meng et al. (2012) (108)]

3.1.3 Einfluss der DNase-Applikation auf das Uberleben nach CLP

Um die Relevanz der Formation von NETs fur die Abwehr des Wirts bei der
polymikrobiellen Sepsis zu eruieren, wurde zunachst der Einfluss einer
Behandlung mit rhDNase auf das Uberleben der Mause nach CLP oder Sham-
Operation analysiert. Das mediane Uberleben nach CLP war bei den Tieren,
die i.p. Injektionen mit rhDNase bekamen, mit 24 Stunden kirzer als das der
Mause, denen PBS injiziert wurde. Deren medianes Uberleben lag bei 48
Stunden. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Gruppen im Gesamtuberleben der Mause. Interessanterweise war die
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Pravalenz der Mortalitat 24 Stunden nach Sepsisinduktion hdher bei den
Mausen, die mit rhDNase behandelt wurden, als bei Injektion von PBS (p =
0.008; exakter Test nach Fisher; Abbildung 3) (108).
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Abbildung 3. Einfluss der DNase-Applikation auf das Uberleben nach CLP.
Uberlebenskurve der M&use, die nach zokaler Ligation und Punktion (cecal ligation and
puncture, CLP). Den Mausen wurde intraperitoneal entweder rhDNase (CLP + rhDNase-
Gruppe) oder 100 ul PBS (CLP-Gruppe, n=20) 1, 4, 7, 10, 21, 24 und 27 Stunden nach CLP
injiziert. Sie wurden 7 Tage lang bzw. bis zu ihrem Tod beobachtet. Die Sham-Gruppen
(Laparotomie ohne CLP) mit (n=10) und ohne (n=6) DNase-Behandlung dienten als weitere
Kontrolle. CLP = Zokale Ligation und Punktion; DNase = Desoxyribonuklease; NETs =
Neutrophil derived extracellular traps; PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung; rh = rekombinant
human [Abbildung aus Meng et al. (2012) (108)]

3.1.4 Gesteigerte inflammatorische Antwort durch die Depletion von NETs

Um den Einfluss einer Depletion von NETs auf die inflammatorische Antwort bei
einer Infektion zu untersuchen, wurde die Konzentration von Interleukin 6 (IL-6)
im Serum 6, 24 und 48 Stunden nach CLP gemessen (Abbildung 4). In
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Mausen, die mit rhDNase behandelt wurden, war die hdchste Konzentration
von |L-6 bereits 6 Stunden nach Sepsisinduktion nachweisbar. Im Gegensatz
dazu stieg die Konzentration von IL-6 im Serum der Mause ohne rhDNase-
Behandlung, erst spater, mit einem Maximum 24 Stunden nach CLP (108). Zu
diesem Zeitpunkt war die Konzentration von IL-6 bei den Mausen, welche mit

rhDNase behandelt wurden, bereits wieder gefallen (108).
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Abbildung 4. Erhohte IL-6 Konzentration nach Depletion von NETs in peripherem Blut. IL-
6 Konzentration im Serum der Mause 6 (n=5), 24 (n=7) und 48 (n=7) Stunden nach CLP, die
entweder mit 5mg/kg rhDNase in 100 ul PBS (CLP + rhDNase-Gruppe) oder mit 100 ul PBS
(CLP-Gruppe) 1, 4, 7, 10, 21, 24 und 27 Stunden nach CLP behandelt wurden. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + SEM. **p <0.01; ***p <0.001 versus dem anschlieBenden Zeitpunkt
innerhalb einer Gruppe; ###p <0.001 versus CLP ohne rhDNase. CLP = Zobkale Ligation und
Punktion; IL-6 = Interleukin 6; NETs = Neutrophil derived extracellular traps; PBS =

Phosphatgepufferte Salzlésung; rh = rekombinant human [Abbildung aus Meng et al. (2012) (108)]
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3.2 Eigene Ergebnisse

Die unter 3.2 dargestellten Ergebnisse sind die innerhalb dieser Arbeit erzielten

Resultate.

3.2.1 Gesteigerte bakterielle Dissemination durch die Depletion von NETs

Zur Untersuchung, welchen Einfluss die rhDNase-Behandlung auf die
bakterielle Streuung wahrend einer Sepsis haben, wurde die Anzahl von colony
forming units (CFU) im peripheren Blut, in der Peritonealhdhle, sowie in Leber
und Lunge bestimmt (Abbildung 5). Bei den naiven Mausen und den Mausen
der Sham-Gruppe wurde davon ausgegangen, dass keine CFU in den oben
genannten Organen messbar sind. Sie wurden deshalb wie Kontrollen ohne

CFU behandelt (nicht aufgefuhrt in den Diagrammen).

Die Anzahl von CFU in der Peritonealhdhle kann in diesem Modell als Mal} far
das lokale Fortschreiten am primaren Manifestationsort der Infektion gewertet
werden. Nicht Uberraschend waren 6 Stunden nach CLP Bakterien in der
Peritonealhdhle der Mause nachweisbar, deren Anzahl innerhalb der
kommenden 18 Stunden signifikant anstieg (p<0.001). Bis zum Zeitpunkt 48
Stunden nach CLP sank die Anzahl an CFU erneut (p<0.01), blieb jedoch
insgesamt noch vergleichsweise hoch. In den Mausen, die mit rhDNase
behandelt wurden, waren 6 Stunden nach Sepsisinduktion signifikant mehr
Bakterien nachweisbar als in den Mausen, die PBS erhielten (p<0.05). Zu den

anderen Zeitpunkten lagen keine Gruppenunterschiede vor.

Der Nachweis von Bakterien im Blut bei bekanntem Fokus wird als ein sicheres
Zeichen der systemischen Ausbreitung einer Infektion gewertet (14). Bereits
nach 6 Stunden waren in beiden Gruppen CFU im Blut nachweisbar, ohne,
dass ein Unterschied zwischen den Gruppen vorlag. Wie in der Peritonealhohle
kam es in beiden Gruppen zu einem Anstieg zum Zeitpunkt 24 Stunden, wobei
die Anzahl an CFU in der CLP Gruppe hoher lag als in der CLP + rhDNase-
Gruppe (p<0.05). In den darauffolgenden 24 Stunden fielen die Werte in beiden
Gruppen wieder deutlich ab.
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Lunge und Leber sind typische von Sepsis betroffene Organe (61, 109). Ein
Nachweis von Bakterien in diesen Organen kann in diesem Modell als Maf} fur
die systemische Ausbreitung einer bakteriellen Infektion genommen werden. In
der Lunge von Mausen der CLP + rhDNase-Gruppe waren nach 6 Stunden
signifikant mehr CFU nachweisbar als in denen der CLP-Gruppe (p< 0.001).
Die Zahl von CFU stieg zu den folgenden Zeitpunkten kontinuierlich an, mit

einem Maximum 48 Stunden nach CLP.

Als Zeichen eines systemischen Infektionsgeschehens mit Manifestation in der
Leber waren 6 Stunden nach CLP sowohl in der CLP + rhDNase-Gruppe als
auch in der CLP-Gruppe CFU nachweisbar. Nach 24 Stunden stieg die Anzahl
an CFU in beiden Gruppen signifikant an, wobei sogar tendenziell, aber ohne
Signifikanz, mehr CFU in der CLP Gruppe als in der CLP + rhDNase-Gruppe
nachweisbar waren (p>0.05). Danach fiel die Anzahl von CFU zum Zeitpunkt 48
Stunden in beiden Gruppen wieder ab, blieb jedoch insgesamt hoch. Wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraums waren allerdings keine Unterschiede

zwischen den Gruppen nachweisbar.
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Abbildung 5. Erhohte bakterielle Dissemination durch DNase Gabe. Die Mause wurden
entweder mit 5mg/kg rhDNase (CLP + rhDNase-Gruppe, n=44) oder 100 ul PBS (CLP-Gruppe,
Kontrolle n=44) 1, 4, 7, 10, 21, 24 und 27 Stunden nach CLP behandelt. Die Anzahl an colony
forming units (CFU) wurden 6 Stunden (n=8/8 in beiden Gruppen), 24 Stunden (n=7/14 und
n=10/14) und 48 Stunden (n=9/22 und n=11/22) nach CLP in der Peritonealhdhle, im
peripherem Blut, in der Lunge und in der Leber der Mause gemessen. Die Daten stammen von
zwei unabhangigen Experimenten und sind dargestellt als Mittelwert + SEM. **p< 0.01 ***p<
0.001 versus dem anschlieBenden Zeitpunkt innerhalb einer Gruppe, *p< 0.05, **p< 0.001 CLP
versus CLP + rhDNase. CLP = Zdkale Ligation und Punktion; DNase = Desoxyribonuklease;
NETs = Neutrophil derived extracellular traps; PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung; rh =
rekombinant human [Abbildung aus Meng et al. (2012) mit deutscher Beschriftung (108)]
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3.2.2 Verstarkte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in von Sepsis
betroffene Organe durch die Depletion von NETs

Neutrophile Granulozyten spielen eine wesentliche Rolle im Rahmen der
Frihphase der Sepsis und Bildung von NETs (22-24). Daher wurde untersucht,
welchen Einfluss die Depletion von NETs auf die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten in die Organe hat, die besonders von einer Sepsis betroffen sind
(Abbildung 6). Es erfolgte eine quantitative Bestimmung der Neutrophilen in

Leber und Lunge durch histologische Farbung.

In der Lunge waren 6 Stunden nach CLP keine signifikanten Unterschiede in
der Anzahl an neutrophilen Granulozyten zwischen der CLP-Gruppe und der
CLP + rhDNase-Gruppe vorhanden (Abbildung 6B). 24 Stunden nach CLP war
die Behandlung mit rhDNase verglichen mit der CLP Gruppe mit einer
signifikant verstarkten Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Lunge
(p<0.001) assoziiert. Die Anzahl an neutrophilen Granulozyten lag zu diesem
Zeitpunkt in dieser Gruppe um ein vielfaches hoher. In der CLP Gruppe
hingegen nahm die Zahl neutrophiler Granulozyten nach 24 Stunden verglichen
mit dem Zeitpunkt 6 Stunden sogar ab. Nach 48 Stunden schliel3lich sank die
Zahl neutrophiler Granulozyten in der Lunge in beiden Gruppen deutlich, wobei
sich interessanterweise die Werte in der CLP + rhDNase-Gruppe trotz

vorhergehendem Anstieg nun wieder denen der CLP Gruppe annaherten.

In der Leber zeigte sich ein ahnlicher Verlauf. Zum Zeitpunkt 6 Stunden lag die
Anzahl an neutrophilen Granulozyten zunachst in der CLP + rhDNase-Gruppe
und in der CLP Gruppe auf gleichem Niveau (Abbildung 6A). 24 Stunden nach
CLP zeigte sich in der CLP + rhDNase-Gruppe ein signifikanter Anstieg der
neutrophilen Granulozyten. Nach 48 Stunden fiel die Zahl der neutrophilen
Granulozyten wiederum stark ab. In der CLP-Gruppe hingegen kam es 48
Stunden nach Sepsisinduktion nicht zu einem Anstieg der neutrophilen
Granulozyten, sondern die Anzahl nahm sogar ab.

Reprasentative histologische Gewebeschnitte, die eine erhdohte Anzahl
neutrophiler Granulozyten als Folge einer Depletion von NETs 24 Stunden nach
CLP in Leber und der Lunge darstellen, sind in Abbildung 6C und 6D gezeigt.
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Abbildung 6. Vermehrte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in Lunge und Leber
nach Behandlung mit rhDNase. (A, B) Die Zahl neutrophiler Granulozyten wurde in Lunge
und Leber von Mausen 6 (n=5), 24 (n=7) und 48 (n=7) Stunden nach CLP gezahlt, die entweder
mit 5mg/kg rhDNase (CLP + rhDNase-Gruppe) oder 100 ul PBS (CLP-Gruppe, Kontrolle) 1, 4,
7, 10, 21, 24 und 27 Stunden nach CLP behandelt wurden. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert + SEM. **p <0.01, ***p <0.001 versus dem anschlieBenden Zeitpunkt innerhalb einer
Gruppe, #p <0.05, ###p <0.001 CLP versus CLP + rhDNase. Histologische Schnitte mit
Chloracetatesterase-Farbung von Lunge und Leber der Mause, die entweder mit 5mg/kg
rhDNase (n=5) oder 100ul PBS (Kontrolle) behandelt wurden. Reprasentative Schnitte von
Leber (C) und Lunge (D). CLP = Zdkale Ligation und Punktion; DNase = Desoxyribonuklease;
NETs = Neutrophil derived extracellular traps; PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung; rh =
rekombinant human [Abbildung aus Meng et al. (2012) mit deutscher Beschriftung (108)]
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4. Diskussion

4.1 Uberblick

In den aktuellen Studien der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass
neutrophil derived extracellular traps (NETs) bei einer Vielzahl von
Erkrankungen gebildet werden (65, 69-75, 89). Es wurde nachgewiesen, dass
NETs in der Lage sind sowohl gramnegative als auch grampositive Bakterien
zu binden und abzutdten (37, 40, 44). Den NETs wird daher eine relevante
Bedeutung in der unspezifischen Immunabwehr zugeschrieben. Die lokale
NETs vermittelte Konzentration antibakterieller Enzyme kann jedoch
gleichzeitig Schaden an Endothel, Gewebe und Organen des Wirts
verursachen (40, 43, 60). Ziel des Gesamtprojekts war es, die lokalen und
systemischen  pathophysiologischen Einflisse von NETs bei der
polymikrobiellen Sepsis in der Maus zu untersuchen. In dem angewandten
Modell war die Formation von NETs in der frihen Phase einer Sepsis
signifikant erhoht (108). Die Konzentration von NETs konnte in vivo effektiv und
dauerhaft durch intermittierende DNase-Injektionen nach CLP gesenkt werden
(108). Daruber hinaus fuhrte die Depletion von NETs zu einem schnelleren
Verlauf einer Sepsis mit einer temporar erhdhten Pravalenz der Sterblichkeit
und einer gesteigerten Inflammation (108). Mit Hilfe der in dieser Arbeit
durchgefuhrten Analysen konnte gezeigt werden, dass die NETs Depletion mit
einer gesteigerten fruhen bakteriellen Dissemination und einer gesteigerten
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Sepsis-assoziierten Organe
Lunge und Leber assoziiert waren. Diese Ergebnisse zeigen die wichtige Rolle
von NETs als antibakteriellen Mechanismus in der frihen Phase einer Infektion

bei einer polymikrobiellen Sepsis in vivo auf.

4.2 Bedeutung von NETs bei Sepsis

Neutrophile Granulozyten sind bei einer Infektion die erste Instanz der
unspezifischen Immunabwehr des Korpers (13, 22-24). Neutrophile konnen

Bakterien unterschiedlich abwehren, z.B. durch Phagozytose, Exozytose oder
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durch die Bildung von NETs. Die netzartige Struktur der NETs mit vielen
Verzweigungen ermoglicht die hohe lokale Konzentration antimikrobieller
Proteine mit einer hohen antibakteriellen Aktivitat (39). Die Stimulation von
neutrophilen Granulozyten zur Bildung von NETSs ist in vitro bereits etabliert
(110). Ebenfalls ist die Darstellung des Vorgangs der Netose und die
Darstellung dieser extrazellularen Strukturen in vitro maoglich (97). Die direkte
quantitative Messung von NETSs in vivo ist bis heute nicht moglich. Jedoch gilt
die Messung von cf-DNA/NETs als ein Surrogatparameter fur die Bildung von
NETs (111). Die Bildung von cf-DNA/NETs konnte in ex vivo
Beobachtungsstudien bereits aufgezeigt werden (37). Auch im hier
angewandten CLP Mausmodell konnte gezeigt werden, dass bei einer
polymikrobiellen Sepsis vermehrt cf-DNA/NETs gebildet werden (108). Da das
Grundgerust von NETs aus Chromatin besteht, kbnnen sie durch DNase
zerstort werden. Dies machen sich zum Beispiel einige Bakterienstamme zu
Nutze, um einer Abtdtung durch NETs zu entgehen (56-59). Brinkmann und
Mitarbeiter konnten in vitro zeigen, dass bereits eine kurze Behandlung von
aktivierten neutrophilen Granulozyten mit DNase zu einer Aufhebung der durch
NETs vermittelten Tétung von Bakterien fuhrt (39). Weiterhin zeigten Meng und
Mitarbeiter im Rahmen dieser Arbeit die Auflosung der murinen NETs durch
DNase mittels qualitativer Fluoreszenzmikroskopie in vitro (108). Hieraus ergab
sich die Mdoglichkeit, die pathophysiologische Relevanz von NETs und die
Auswirkungen einer Depletion von NETs in vivo durch systemische Applikation

von DNase weiterfihrend zu untersuchen.

Zur Rolle des antibakteriellen Mechanismus von NETs liegen fur verschiedene
Infektionserkrankungen, auch der Sepsis, bereits einige Erkenntnisse vor (40,
112-114). Nach einer Infektion wehren neutrophile Granulozyten Bakterien
zunachst durch Phagozytose und erst spater durch die Formation von NETs ab
(39). In einem vorangegangenen Sepsismodell wurden in vivo mehr Bakterien
gebunden in NETs gefunden, als von Neutrophilen oder Makrophagen
phagozytiert wurden (40). Die Autoren schlossen daraus, dass NETs besonders
unter Stromungsbedingungen effektiver sind als die Phagozytose (40). Die
Erkenntnisse zu der durch NETs vermittelten Zerstorung von Bakterien

basieren mehrheitlich auf in vitro Untersuchungen. In dieser in vivo Studie
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zeigte sich, dass die Freisetzung von cf-DNA/NETs schon frih nach der
Induktion einer Sepsis erfolgt (108). So war die hochste Freisetzung von cf-
DNA/NETs in den ersten 24 Stunden nach CLP messbar (108). Nach 48
Stunden fiel die cf-DNA/NETs Konzentration wieder ab (108). Am primaren
Manifestationsort der Sepsis, der nach CLP die Bauchhohle ist, waren die
Konzentrationen von NETs sogar Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
erhoht (108). Dies unterstreicht die wichtige Rolle, die NETs als Teil des
unspezifischen Immunsystems in der Frihphase der Abwehr einer Sepsis
einnehmen (108). Ex vivo konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit der
neutrophilen Granulozyten, welche aus dem Knochenmark von Mausen
gewonnen wurden, zur Bildung von NETs uber die gesamte Dauer der
Untersuchung vorhanden bleibt (108). Ein Abfall der Bildungsfahigkeit von
NETs im Verlauf der Sepsis war nicht vorhanden (108). Weiterhin zeigten Meng
und Mitarbeiter, dass 24 Stunden nach CLP, wo die hochsten Spiegel von cf-
DNA/NETs in vivo gemessen wurden, auch gleichzeitig Konzentrationsspitzen
in vitro bei der Freisetzung von NETs aus stimulierten Neutrophilen zu sehen
waren (108).

Die erhaltene Bildungsfahigkeit von NETs Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum hinweg weist darauf hin, dass wahrend des
Fortschreitens einer Sepsis moglicherweise andere Regulationsmechanismen
die Produktion von NETs beeinflussen. Grundsatzlich ware es daher denkbar,
durch selektive Stimulation von neutrophilen Granulozyten zur Bildung von
NETs in der akuten Phase einer Sepsis die Abwehr von Bakterien zu fordern
und das Fortschreiten der Sepsis zu reduzieren (108). Die Bildungsfahigkeit
von NETs wurde von Meng und Mitarbeitern an stimulierten Neutrophilen aus
dem Knochenmark gepruft. Sie konnten sich somit madglicherweise in ihrer
Funktionalitat von denen im peripheren Blut zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten unterscheiden (108). Interessant ware es daher fur zukunftige
Fragestellungen, ob auch aus dem peripheren Blut gewonnene neutrophile
Granulozyten die gleiche Bildungskapazitat wahrend des Fortschreitens einer
Sepsis aufweisen.

Es ist aktuell nicht bekannt, welche Faktoren bei neutrophilen Granulozyten den
Wechsel von der Phagozytose zur Bildung von NETs wahrend einer Sepsis
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koordinieren. Diskutiert werden verschiedene Faktoren, die die Netose
induzieren kdnnen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) Neutrophile zur Formation
von NETs anregen kénnen (115). Es wird angenommen, dass dies eine Rolle in
der Pathogenese von chronischen granulomatdsen Erkrankungen (CGE),
welche mehrere Defekte der NADPH-Oxidase aufweisen und dadurch keine
ROS bilden kénnen, spielt (115). In diesem Zusammenhang ist auch der Raf-
MEK-ERK-Pathway bei der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten zur
Bildung von NETs beteiligt (116). Dieser Signalweg fuhrt unter anderem zu
einer vermehrten Aktivierung der NADPH-Oxidase, welche wiederum Uber die
Bildung von ROS zu einer Freisetzung von NETs fuhrt (116). Dauberhinaus
werden aktivierte Thrombozyten mit der NETs vermittelten Bakterienabwehr in
Verbindung gebracht (40). Thrombozyten, deren primare Funktion die
Hamostase ist, sind bei der Pathophysiologie einer Sepsis von grol3er
Bedeutung. Zum einen konnen sie sowohl proinflammatorische, als auch
antiinflammatorische Faktoren und Mikropartikel ausschutten und so die
Inflammation beeinflussen (117-119). Zusatzlich sind aktivierte Thrombozyten
in der Lage bioaktive Mediatoren, wie zum Beispiel das prothrombotische
Thromboxan A2, zu produzieren (120). Bei einer Infektion oder einem
Endothelschaden koénnen sie Leukozyten unter anderem Uber Chemokine
rekrutieren (119, 121, 122). Bei einer Sepsis werden dartUberhinaus neben
Neutrophilen auch aktivierte Thrombozyten in die Endstromgebiete der Sepsis-
assoziierten Organe wie Leber und Lunge rekrutiert, was unter anderem mit der
bei einer Sepsis entstehenden Thrombozytopenie in Verbindung gebracht wird
(40, 65, 66). Das Ausmal einer solchen Thrombozytopenie korreliert dabei mit
der Schwere einer Sepsis und deren Mortalitat (123). In einem Sepsismodell in
vivo wurde gezeigt, dass aktivierte Thrombozyten neutrophile Granulozyten
auch zur Freisetzung von NETs stimulieren konnen (40). Diese Stimulation fand
hauptsachlich in den Lebersinusoiden und den Kapillaren der Lunge statt, was
die Autoren auf den hier sehr geringen Gefalddurchmesser zurtckfuhrten (40).
Die Thrombozyten werden von Lipopolysacchariden durch den toll-like-
Rezeptor (TLR)-4 aktiviert und binden dann an die Oberflache von neutrophilen
Granulozyten (40). Hierduch werden NETs produziert, welche auch unter
Stromungsbedingungen in der Lage sind Bakterien abzufangen (40). Da es
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aber lediglich bei schwereren, systemischen Infektionen zu einer Aktivierung
von Thrombozyten kommt, lielen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass
gerade in diesen Situationen neutrophile Granulozyten zur Bildung von NETs
angeregt werden (40). Dies steht im Einklang mit den in unserem Projekt
gewonnen Ergebnissen. Auch wir konnten eine inverse Korrelation zwischen
der Konzentration von NETs und der Konzentration von Thrombozyten 24
Stunden nach CLP feststellen (108). Es zeigte sich, dass bei Mausen, die mit
rhDNase behandelt wurden, ein starker Abfall von cf-DNA/NETs einem deutlich
Anstieg der Thrombozytenzahl gegenuberstand (108). Es ware daher mdglich,
dass die verminderte Freisetzung von NETs zu einer kompensatorisch
verstarkten Mobilisation von Thrombozyten aus dem Knochenmark fuhrt (108).
Auf der anderen Seite ware es denkbar, dass die Bindung von Thrombozyten
an die NETs Strukturen in den Endstromgebieten zur Thrombozytopenie im

peripheren Blut beitragen.

4.3 Bedeutung von DNase bei Sepsis

Die intermittierende Gabe von rhDNase fuhrte zu einer signifikanten Senkung
der cf-DNA/NETs Konzentration im Serum (108). Als Folge dieser Behandlung
mit rhDNase waren die Pravalenz der Mortalitat 24 Stunden nach CLP und das
mediane Uberleben dieser M&use reduziert (108). Trotzdem wurde das
Gesamtuberleben durch eine Behandlung mit rhDNase bis zu 72 Stunden nach
CLP nicht beeinflusst (108). Dies unterstreicht, dass die NETs insbesondere in
der frihen Phase einer Infektion eine bedeutende antibakterielle Funktion inne
haben. In spateren Phasen stehen Mechanismen des spezifischen
Immunsystems im Vordergrund (124). Gleichzeitig konnte die gezielte
Stimulation von neutrophilen Granulozyten zur Formation von NETs
maoglicherweise zur FortfUhrung der durch NETs vermittelten Effekte Uber einen
langeren Zeitraum fuhren. Zu bedenken ist dabei jedoch die gleichzeitige
Erhdhung der potentiell gewebeschadigenden Proteine in den Organen uber
die frihe Phase der Sepsis hinaus. In Anbetracht der noch unzureichenden
Erkenntnisse Uber die genauen Signalwege ist die isolierte NETs Stimulation
noch nicht moglich.
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Der mangelnde Effekt von rhDNase auf das Gesamtuberleben im angewandten
CLP Modell lasst sich auch durch das hier verwendete Studienprotokoll
erklaren. Aktuelle Studien konnten zeigen, dass bei einer lokalisierten oder
weniger schweren Bakteriamie neutrophile Granulozyten nicht zur Formation
von NETs aktiviert werden (40). Im vorliegenden CLP Modell wurde eine
vergleichsweise schwere Bakterienlast durch CLP induziert und eine
Uberlebensrate von 20% nach 6 Tagen beobachtet (108). In weiterflihrenden
Studien kdnnte es interessant sein, ob die Effekte der NETs in Bezug auf die
Uberlebensrate gegebenenfalls bei einer zwar weiterhin systemisch relevanten,
jedoch geringeren bakteriellen Last nachweisbar werden. Zudem ware es
interessant, ob bei einer geringen Bakterienlast mit hoher Uberlebensrate, im
Sinne einer ,milden® Sepsis,uberhaupt NETs ausgeschuttet werden. In dem
angewandten Modell wurde den Mausen rhDNase in den ersten 48 Stunden
appliziert (108). Bei einer Halbwertszeit der rhDNase von 5 Stunden bei
intraperitonealer Injektion war die Wirkung zeitlich begrenzt. Die Formation von
NETs durch eine Behandlung mit rhDNase war dementsprechend nur in den
ersten 48 Stunden nach CLP verringert (108). Moglich ware ein Einfluss von
DNase auf den Verlauf einer Sepsis bei einer Anwendung Uber einen langeren
Zeitraum. Da allerdings die Formation von NETs vornehmlich innerhalb der
ersten 24 Stunden nach CLP stattfand (108) sind Effekte Uber einen langeren

Zeitraum unwahrscheinlich.

Im Rahmen dieses Projekts konnte zusatzlich gezeigt werden, dass bei einer
Sepsis DNase in erhohten Konzentrationen im Blut vorhanden ist (108). So
lagen die Konzentrationen von DNase im Serum bei Sepsis Uber dem
Normwert von durchschnittlich 3 ng/ml. DNase wird zum einen endogen vom
Pankreas und von exokrinen Drusen produziert und ausgeschuttet (94).
Buchanan und Mitarbeiter zeigten aber auch, dass viele Bakterienstamme
DNase exprimieren um sich der NETs vermittelten Totung zu entziehen (57). Es
ware folglich moglich, dass die erhohten DNase-Konzentrationen in der CLP
Gruppe auf eine DNase-Sekretion von Bakterien zurlckzufihren sind und sich
so die erhohten Werte im Serum erklaren lassen. Insgesamt lagen die DNase-
Konzentrationen in dieser Gruppe aber wie erwartet um ein vielfaches unterhalb

denen der CLP + DNase-Gruppe (108). Die Daten weisen darauf hin, dass die
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Konzentrationen von DNase im normalen Progress einer Sepsis keinen
signifikanten Einfluss auf die Freisetzung der NETs und damit auf den weiteren
Verlauf einer Sepsis haben. Das angewandte CLP Modell fuhrt zu einer
polymikrobiellen Sepsis. Auf der Basis der Erkenntnisse von Buchanan kénnte
die Depletion der NETs zu einer Selektierung von gegen NETs resistente
Bakterienstamme flhren und damit einen Einfluss auf den Sepsisprogress
haben. Es ware daher fur zukinftige Untersuchungen interessant, die Effekte
der Applikation von DNase bei einer Sepsis durch einen einzelnen Keim
darzustellen. Zudem waren Einflisse der Applikation von DNase nicht nur auf
neutrophile Granulozyten, sondern auch auf andere immunokompetente Zellen
oder nicht DNase-produzierende Bakterienstamme denkbar. Dies kodnnte

ebenfalls eine Rolle innerhalb des Fortschreitens der Sepsis spielen.

In anderen murinen Modellen zu anderen Krankheitsentitaten war die
Applikation von DNase nicht mit relevanten Nebenwirkungen assoziiert und
auch bei der bereits etablierten Behandlung des systemischen Lupus
erythematodes und der zystischen Fibrose sind keine relevanten
Nebenwirkungen bekannt (94, 100-103). Auch in der vorliegenden Studie
konnten keine gravierenden Nebenwirkungen festgestellt werden. Die Gabe
von DNase bei Tieren ohne Sepsis hatte keinen Einfluss auf das Uberleben
(108). Zu Auswirkungen von DNase auf Organebene kann keine Aussage
gemacht werden. In zukunftigen Analysen waren hierzu zusatzlich histologische

Untersuchungen hilfreich.

4.4 Inflammation

Offensichtlich sind NETs vor allem in der frGthen Phase einer Infektion von
bedeutender Rolle. Im Rahmen des Gesamtprojekts wurde gezeigt, dass die cf-
DNA/NETSs Freisetzung signifikant 6 Stunden und 24 Stunden nach CLP erhoht
war (108). Zudem war das mittlere Uberleben der Mause, in denen die NETs
durch DNase =zerstort wurden, gegeniiber dem Uberleben der Tiere mit
normaler NETs Formation verringert (108). In der Frihphase einer Sepsis

kommt es neben der Aktivierung immunokompetenter Zellen zu einer starken
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inflammatorischen Reaktion. Es werden zum einen proinflammatorische
Mediatoren wie Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)
freigesetzt (16, 18). Uberlappend dazu kommt es auch zu einer Freisetzung von
antiinflammatorischen Mediatoren wie Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-1
Rezeptor-Antagonist (IL-1ra), Prostaglandinen, I|6slichen Rezeptoren und
antiinflammatorisch immunmodulierenden Hormone (16). Das Zytokin IL-6 ist
ein wichtiger proinflammatorischer Parameter in der Frihphase einer Sepsis
(125). Die Plasmaspiegel von IL-6, als proinflammatorischem Mediator,
korrelierten mit der Mortalitat bei Sepsis (125, 126). Ebong und Mitarbeiter
konnten in einem CLP Modell zeigen, dass Tiere mit den hdchsten IL-6-
Plasmaspiegeln die hochste Mortalitat hatten (127, 128). Im Rahmen des hier
angewandten Modells zeigte die Messung von IL-6, dass eine Depletion der
NETs einen fruheren Anstieg von IL-6 im Serum verglichen mit der
Kontrollgruppe zur Folge hatte (108). Fur die deutlich erhdhten IL-6 Werte bei
Fehlen von NETs Strukturen gibt es zwei Erklarungsansatze. Zum einen ware
es daher denkbar, dass die verstarkte inflammatorische Reaktion einen
Kompensationsmechanismus der fehlenden NETs Bildung darstellt. Daraus
konnte der Rickschluss gezogen werden, dass IL-6 ein potentieller Stimulator
von NETs ist. In diesem Zusammenhang ware es von Interesse, welche
anderen Zytokine mit der Formation von NETs in Zusammenhang stehen. Auf
der anderen Seite konnte die verstarkte Ausschuttung von IL-6 eine Reaktion
auf die verstarkte bakterielle Dissemination darstellen. Die bakterielle
Dissemination in der Bauchhdhle bei Depletion der NETs war fraher
ausgepragt. Dies wiederum lasst den Ruckschluss zu, dass NETs die
Dissemination einer Sepsis zwar nicht verhindern, aber dennoch verzdgern

konnen.

4.5 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten

Wahrend der frUhen Phase einer Sepsis werden neutrophile Granulozyten
aktiviert und migrieren vor allem in die Kapillaren der Sepsis-assoziierte Organe
(109). Hierzu gehoren in erster Linie Lunge und Leber, die im Rahmen einer
Sepsis als erste Organe von der systemischen Infektion betroffen sind (109).
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Auch in dieser Arbeit konnten neutrophile Granulozyten nach CLP in Lunge und
Leber nachgewiesen werden. Gleichzeitig waren im Blut bei einer Sepsis
signifikant weniger neutrophile Granulozyten nach CLP nachweisbar (108).
Daher lasst sich vermuten, dass eine starke Rekrutierung von Neutrophilen aus
dem Blut erfolgt. Die Depletion von NETs hatte einen signifikanten Anstieg der
Anzahl neutrophiler Granulozyten in Lunge und Leber 24 Stunden nach CLP
zur Folge. Dies weist daraufhin, dass bei Sepsis versucht wird eine verminderte
Zahl an NETs durch eine erhohte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
auszugleichen. Die vermehrte Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten
kann im Zusammenhang mit der verstarkten bakteriellen Dissemination als
Kompensationsmechanismus einer unzureichenden bakteriellen Abwehr
gesehen werden. Histologische Analysen wiesen in dem Modell zudem aus,
dass eine Depletion von NETs mit relevanten Sepsis-assoziierten
Organschaden von Leber und Lunge assoziiert ist (108). In der Leber war bei
Fehlen von NETs Strukturen eine vermehrte Steatose und Ballonierung der
Parenchymzellen nachweisbar (108). In der Lunge ging die Depletion von NETs
mit einem verstarkten interstitiellen Odem einher (108). Dies unterstreicht die
signifikante Relevanz von NETs fur die Auspragung einer Sepsis. Mit dem
Verlust der antibakteriellen Aktivitat von NETs im Blut kdonnen Bakterien
schneller Organe Uberschwemmen und so die Progression der Sepsis

verstarken.

Neutrophile Granulozyten besitzen eine Lebensdauer von 12-14 Stunden im
peripheren Blut (23). Werden sie nicht durch proinflammatorische Faktoren
stimuliert, wandern sie in Organe des retikuloendothelialen Systems, wie zum
Beispiel in die Leber, wo sie die Apoptose durchlaufen (23, 129). Bei der Sepsis
ist die Apoptose von neutrophilen Granulozyten reduziert und die Lebensdauer
verlangert (13). Die erhohte Anzahl an neutrophilen Granulozyten in den
Organen Lunge und Leber in der vorliegenden Arbeit konnte daher gleichzeitig
durch die verlangerte Lebensdauer in Kombination mit der gleichzeitig
fehlenden Formation von NETs Strukturen erklarbar sein. In diesem
Zusammenhang ware es von Interesse, ob eine Stimulation von neutrophilen

Granulozyten zur Bildung von NETs gleichzeitig mit einer Reduktion der Anzahl
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an neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut oder den Endstromgebieten

der Organe einhergeht.

Es fiel auf, dass nach 48 Stunden ein starker Abfall der Anzahl neutrophiler
Granulozyten sowohl in der Lunge als auch in der Leber nachweisbar war. Der
gleichzeitige Abfall in beiden Organen spricht gegen einen organspezifischen
Trend, sondern fir ein systemisches Phanomen. Eine Leukopenie kann im
Rahmen einer Sepsis auftreten und ist Bestandteil der Definitionskriterien (14).
Dies wird als Erschopfung des Immunsystems bzw. Ausschopfung des
Reservoirs von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark gedeutet
(130-132). Ein Effekt der DNase auf neutrophile Granulozyten zum Zeitpunkt 48
Stunden ist unwahrscheinlich, da die Halbwertszeit von rhDNase bei
intraperitonealer Injektion 5 Stunden betragt (97) und die letzte Applikation 27
Stunden nach CLP erfolgte (108).

Interessanterweise zeigten die Zeitkinetiken der Anzahl von neutrophilen
Granulozyten in Lunge und Leber ein ahnliches Muster. Zwar sind beide
Organe primare Manifestationsorte einer systemischen Infektion, klinisch
manifest ist jedoch haufig die Lunge fruher als die Leber (133). Beim akuten
respiratorischen Distress Syndrom (ARDS), welches Ausdruck einer schweren
Lungenschadigung ist und oft im Rahmen einer Sepsis auftritt (134), ist der
Grad der Infiltration von neutrophilen Granulozyten mit einer schlechteren
Lungenfunktion und einer erhohten Konzentration proteolytischer Enzyme in
der Bronchiallavage assoziiert (135). Auf der anderen Seite konnte eine Studie
in der Leber eine im Vergleich zur Lunge gesteigerte und frihere Expression
von Zytokin und Chemokin mRNA feststellen (109). Mit niedrigen Werten der
Zytokin und Chemokin mRNA war eine reduzierte Anzahl von neutrophilen
Granulozyten in den Endstromgebieten assoziiert (109). Diese Beobachtung
konnte erklaren, warum in dieser Studie die Anzahl von neutrophilen
Granulozyten in Leber und Lunge gleich war, obwohl anzunehmen gewesen
ware, dass sich in der Lunge eine gesteigerte Ansammlung im Vergleich zur
Leber findet. AuRerdem gibt es Studien, welche zeigten, dass die Dysfunktion
der Leber bei Sepsis entgegen der traditionellen Ansicht ein zeitkinetisch frihes
Ereignis sein kann (136, 137). Diese Annahme vorausgesetzt lieRe sich
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ebenfalls die ahnlich stark ausgepragte und frihe Migration von neutrophilen

Granulozyten in Lunge und Leber begrinden.

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass die Depletion einen signifikanten
Einfluss auf die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten hat. Im Einklang
hierzu besallen NETs eine signifikante Relevanz fur die Inhibierung der

bakteriellen Streuung, welche im Folgenden diskutiert werden soll.

4.6 Bakterielle Dissemination

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die rhDNase vermittelte Reduktion von
NETs in der frihen Phase nach Induktion einer Sepsis zu einer gestorten
Abwehr von Bakterien am Entstehungsort der Infektion fuhrt. So zeigte sich,
dass im Gegensatz zu der CLP-Gruppe 6 Stunden nach Sepsisinduktion in der
CLP + rhDNase-Gruppe ein schneller und signifikanter Anstieg der Anzahl von
CFU sowohl am Entstehungsort der Sepsis, als auch in der Lunge stattfand.
Durch die gestorte NETs-Abwehr kdnnen Bakterien daher schneller in andere

Organsysteme disseminieren.

Die Anzahl an CFU lag im peripheren Blut 6 Stunden nach CLP in beiden
Gruppen auf gleichem Niveau. Zum Zeitpunkt 24 Stunden stieg sie in beiden
Gruppen an, lag jedoch in der CLP-Gruppe hoher als in der CLP + rhDNase-
Gruppe. Dies ist insofern Uberraschend, als dass zu diesem Zeitpunkt die NETs
Formation in diesem Modell stark ausgepragt ist (108). Ein Erklarungsansatz
ware, dass die NETs Bildung ihre wesentlichen Effekte in den
Endstromgebieten der Organe aufweist und weniger unter den hohen

Flussstromen in den groReren Gefalden (40).

Nach 48 Stunden fiel die Anzahl an CFU im Blut in beiden Gruppen wieder ab
wahrend in der Peritonealhdhle und den Sepsis-assoziierten Organen weiterhin
eine erhohte Anzahl nachweisbar war. Die erhohte Keimzahl in der
Peritonealhdhle lasst sich damit erklaren, dass hier bei CLP der primare Ort
Entstehung einer Sepsis ist und auch 48 Stunden nach CLP noch eine
Perforation des Darms besteht (104). Die weiterhin erhohte Anzahl CFU in den
Sepsis-assoziierten Organen kann als weiteres Fortschreiten der Infektion
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gewertet werden. Dies st vereinbar mit der nachgewiesenen

Gewebeschadigung.

Im Vergleich zur Lunge war in der Leber 6 Stunden nach CLP eine geringe
Anzahl an CFU in beiden Gruppen vorhanden. Dies steht im Einklang mit dem
haufig friheren Organversagen der Lunge und erst spater der Leber (133). In
der Leber war die Anzahl an CFU in beiden Gruppen nach 24 Stunden deutlich
erhdht, jedoch ohne Unterschiede zwischen den Gruppen. Die neutrophilen
Granulozyten waren zu diesem Zeitpunkt in der Leber in der CLP + rhDNase-
Gruppe signifikant erhoht. Dies unterstitzt die Annahme, dass bei fehlenden
NETs vermehrt neutrophile Granulozyten zur bakteriellen Abwehr in die Organe
rekrutiert werden. Die im Vergleich zur CLP-Gruppe verstarkten histologischen
Zeichen der Gewebeschadigung in der CLP + rhDNase-Gruppe zeigt den

schnelleren Progress der Sepsis in dieser Gruppe auf (108).

RhDNase wird als Medikament im klinischen Alltag therapeutisch bei der
Behandlung von chronischen Lungenerkrankungen, der zystischen Fibrose
oder des systemischen Lupus erythematodes eingesetzt (103). Dartber hinaus
konnen grampositive Bakterien wie Streptococcus pneumoniae oder
Staphylococcus aureus selbst DNasen produzieren. Hierdurch sind sie
potentiell in der Lage der NETs vermittelten Tétung zu entgehen (57). In dieser
Arbeit mit einem polymikrobiellen Sepsismodell wurden die Bakterien nicht
weiterfuhrend untersucht. Bei der makroskopischen Begutachtung der CFU-
Platten wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Nichtsdestotrotz
ist es denkbar, dass die Therapie mit rhDNase bei Sepsis in vivo zu einer
Verschiebung der bakteriellen Kolonisation zu anderen Bakterienstammen hin
fuhrt, die eine Resistenz gegen die Immunabwehr durch NETs besitzen. Dies
konnte sowohl die Ergebnisse der bakteriellen Dissemination in Organe als
auch den weiteren Progress der Sepsis beeinflussen (108). Dieser mogliche
Ansatzpunkt sollte in weiterfuhrenden Studien bertcksichtigt und genauer
untersucht werden. Denkbar ware die Sepsisinduktion durch einen isolierten
Keim. In der Literatur ist die intravenose Injektion eines zuvor angezuchteten
isolierten Keims beschrieben und bereits etabliert (138-142). Zu den
verwendeten isolierten Pathogenen gehdren die bei einer Sepsis haufig
nachweisbaren Keime wie Escherichia coli, Staphylococcus aureus und
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Pseudomonas aeruginosa, deren Infusion zu einer systemischen Inflammation
fuhrt (139-141). Um die Resistenzbildung von Bakterien gegen NETs zu
uberprifen ware der Vergleich der bakteriellen Dissemination bei isolierter

Sepsisinduktion durch diese unterschiedlichen Keime vorstellbar.

4.7 Ausblick

Die Depletion von NETs durch rhDNase-Behandlung bei der polymikrobiellen
Sepsis in der Maus geht mit einer frihzeitigen und gesteigerten Dissemination
von Bakterien und einer verstarkten Migration von neutrophilen Granulozyten in
Lunge und Leber einher. Fur zukinftige Untersuchungen ware es von
Interesse, ob eine gesteigerte Freisetzung von NETs mit gegenteiligen Effekten
einhergeht. Hierzu ware es notwendig, dass, nachdem Brinkmann und
Mitarbeiter 2004 erstmalig neutrophile Granulozyten zur Formation von NETs in
vitro stimulieren konnten, ein geeigneter Weg gefunden wird, neutrophile
Granulozyten auch in vivo selektiv zur Formation von NETs zu stimulieren.
AnschlieRend kdnnte Uberprift werden, ob eine verstarkte NETs Produktion mit
einer verbesserten Abwehr einer systemischen Infektion assoziiert ist. Dies
konnte eine neue Therapieoption fur die Behandlung der akuten Sepsis
eroffnen. Vor allem zu Beginn einer Sepsis waren positive Effekte vorstellbar.
Zu bedenken ist hierbei jedoch, dass die vermehrte Bildung von NETs in den
Endstromgebieten von Organen auch eine potentielle Gefahr fur die Funktion

dieser und seinerseits einen inflammatorischen Reiz darstellen kann.
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5. Schlussfolgerung

Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Depletion von
NETs bei der polymikrobiellen Sepsis (CLP) in der Maus zu einer gesteigerten
bakteriellen Dissemination und einer vermehrten Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in Sepsis-assoziierte Organe fuhren. Die erzielten Ergebnisse
stehen im Einklang mit den Resultaten des Gesamtprojekts, in welchem die
NETs Depletion mit einer verminderten medianen Uberlebenszeit und
verstarkten inflammatorischen Antwort nach CLP assoziiert war.

Zusammenfassend stellt die Formation von NETs einen wichtigen
antibakteriellen Mechanismus des angeborenen Immunsystems dar, welcher
die systemische Streuung von Bakterien hemmt. Die Daten zeigen, dass die
NETs Produktion vor allem in der Frihphase einer Sepsis fur die Abwehr von
Bedeutung ist. Die Formation von NETs in den Endstromgebieten von Organen
fuhrt zwar gleichzeitig zu einer Konzentration potentiell gewebeschadigender
Proteine, insgesamt Uberwiegen aber die vorteilhaften Effekte der Formation
von NETs fur die Infektionsabwehr gegenlber den fur das umliegende Gewebe
und die Organfunktion schadlichen Auswirkungen. Fur die Zukunft stellt die
selektive Stimulation von neutrophilen Granulozyten zur Produktion von NETs

maoglicherweise einen Ansatz zur Therapie der Sepsis dar.
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