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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Sepsis ist eine schwere systemische Entziindungsreaktion als Komplikation einer
unkontrollierten lokalen Infektion durch eindringende Mikroorganismen, innerhalb derer
die gramnegativen Bakterien die haufigste Erregergruppe darstellen. Die Interaktion
des bakteriellen Endotoxins Lipopolysaccharid mit dem Toll-like-Rezeptor 4 der
Phagozyten stimuliert das Immunsystem des Wirtes zur Abwehr der eindringenden
Pathogene. Hierbei kommt es Uber die Aktivierung verschiedener intrazellularer
Signalwege zur Expression und Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie
Tumornekrosefaktor a (TNF-a). Exzessive systemische TNF-a-Konzentrationen kénnen
Uber die Ausbildung eines sogenannten Zytokinsturms zur Ausbildung eines septischen
Schocks sowie einer Uberschiellenden Aktivierung des Gerinnungssystems, in Form
einer disseminierten intravasalen Verbrauchskoagulopathie, fihren. Die Folge sind
Mikrozirkulationsstérungen sowie Organdysfunktion und letztlich das

Multiorganversagen.

Die Phospholipase D1 (PLD1) ist ein Enzym, das die Spaltung von Phosphatidylcholin
in Phosphatidsdaure und Cholin katalysiert. PLD1 selbst sowie Phosphatidsaure als
second messenger sind an der Steuerung verschiedenster Zellprozesse, u.a.

Vesikeltransport, Signaltransduktion und Zellproliferation, beteiligt.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von PLD1 auf die LPS-induzierte Inflammation und
Sepsis untersucht. PLD1-defiziente Mause zeigten nach LPS-Applikation 50%
reduzierte TNF-a-Serumspiegel, die durch eine reduzierte Genexpression von TNF-a
bedingt ist. Der Verbrauch von Thrombozyten im Rahmen der disseminierten
intravasalen Verbrauchskoagulopathie war vermindert. In der Folge zeigten Pld17-

Tiere im septischen LPS-Schockmodell eine signifikant héhere Uberlebensrate.

In vitro konnte eine veranderte Signaltransduktion in LPS-stimulierten embryonalen
Pld1~--Mausfibroblasten nachgewiesen werden. Hier konnte gezeigt werden, dass
PLD1 die Phosphorylierung von ERK1/2 des MAP-Kinase-Weges moduliert und die

Expression von TNF-a nach LPS-vermittelter Stimulation von TLR4 steuert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PLD1 eine wichtige Rolle in der
experimentell durch LPS ausgeldsten Inflammation und Sepsis spielt. PLD1 kénnte
daher ein pharmakologischer Angriffspunkt in der Therapie und Pravention der Sepsis,
aber auch im Kontext chronisch-entziindlicher Systemerkrankungen sowie

immunsuppressiver Therapien, darstellen.



Summary

Summary

Sepsis is a severe systemic inflammatory disorder caused by an uncontrolled local
infection of invading microorganisms, within gramnegative bacteries are the most
frequently pathogens. The interaction of bacterial endotoxin lipopolysaccharid and the
toll-like-receptor 4 of phagocytes stimulates the defense of the immune system against
invading pathogens. Due to activation of several intracellular signalling pathways the
expression and release of proinflammatory cytokines, e.g. tumor necrose factor a
(TNF-a), are increased. Excessive systemic TNF-a concentration leads to the
development of a cytokine storm, a septic shock and a exuberant activation of
coagulation. The consequences are disorder of microcirculation and organ failure

resulting in multiorgan dysfunction.

Phospholipase D1 (PLD1) is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of
phosphatidylcholine (PC) to phosphatidic acid (PA) and choline. PLD1 itself and PA as
second messenger are involved in many cellular processes, including vesicle

trafficking, receptor signaling and cell proliferation.

In this study the role of PLD1 in LPS-induced inflammation and sepsis was analyzed.
PLD1-deficient mice showed a 50% decreased TNF-a serum level after challenging
with LPS, due to a reduced TNF-a gene expression. The consumption of platelets
within the disseminated intravascular coagulopathy was decreased. Subsequently

PId17--mice showed a significant improved survival rate in septic shock.

In vitro an altered signal transduction in LPS-stimulated embryonic Pld1”-mouse
fibroblasts was verified. In detail, PLD1 modulates the phosphorylation of ERK1/2 of
the MAP-Kinase-signaling pathway and thus regulates the expression of TNF-a after
LPS induced stimulation of TLR4.

In summary, PLD1 plays a critical role in LPS-induced inflammation and sepsis. Thus,

PLD1 might be a promising pharmacological target in prevention and therapy of sepsis.

Furthermore, PLD1 might be an important modulator of infammatory response in
different diseases with chronic inflammation and perhaps its inhibition could be used in

immunosuppressive therapy.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Sepsis und septischer Schock — Definition und Diagnostik

Bei der Sepsis handelt es sich um eine schwerwiegende Komplikation einer
Infektionskrankheit, bei der es durch eine dysregulierte Immunreaktion zur
lebensbedrohlichen Schadigung der wirtseigenen Organe und Gewebe kommt.
[1] Die Diagnose der Sepsis wird nicht anhand eines einzelnen Parameters,
sondern anhand mehrerer Kriterien gestellt. [2] Seit 2016 wird fur die Diagnose
der Sepsis der sogenannte Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure
Assessment Score (SOFA) angewendet. [1] Dieser bewertet folgende

Organfunktionen:

- Respiration (Horowitz-Koeffizient (paO2/FiO2)

- Gerinnung (Thrombozytenzahl)

- Leberfunktion (Bilirubin)

- Herz-Kreislauf-Funktion (MAP oder Gabe von Vasopressoren)
- ZNS (Glasgow coma scale)

- Nierenfunktion (Serumkreatinin oder Urinausscheidung)

Hierbei werden die Organfunktionen im Verlauf der Infektion beurteilt und mit 1
bis 4 Punkten bewertet. Wenn der Gesamtpunktwert um = 2 Punkte ansteigt,
gilt die Sepsis als wahrscheinlich. Der septische Schock beschreibt die starkste
Auspragung der Sepsis, bei der es zu einer kardiovaskularen Instabilitat mit
resultierenden Gewebeischamien und schweren Organdysfunktionen kommt.
Die Diagnose eines septischen Schocks wird durch die im Folgenden

genannten Faktoren gestellt: [1]

Trotz adaquater Volumentherapie kommt es neben den Symptomen der Sepsis

ZU:

o Persistierender Hypotension mit der Notwendigkeit des Einsatzes von
Vasopressoren, um den mittleren arteriellen Druck (MAP) Uber 70
mmHg zu halten und/oder

o einem Anstieg des Serumlaktatspiegels auf tber 2 mmol/L. [1]
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1.1.1 Epidemiologie

Die Gesamtinzidenz der Sepsis sowie des septischen Schocks in deutschen
Krankenhdusern wird auf rund 154.000 Patienten pro Jahr geschatzt. Die
Akutmortalitat, ungeachtet des Schweregrades der Sepsis, liegt im Schnitt bei
rund 39 % - beim septischen Schock sind es bis zu 55 %. [3] [4]

Jahrlich sterben etwa 60.000 Menschen in Deutschland an den Folgen des
Syndroms (168 Menschen/Tag). Neben der hohen Mortalitat wird auch ein
kontinuierlicher Anstieg der Inzidenz beobachtet, der auf den demographischen
Wandel der Gesellschaft zurlckgefuhrt wird. [5] Dies verdeutlicht die
Notwendigkeit der intensiven Forschung zur Verbesserung des Outcomes bei

betroffenen Patienten.

1.1.2 Pathophysiologie

Der Sepsis liegt definitionsgemal eine Infektion zugrunde, die durch Pathogene
aller Art verursacht werden kann. [6] Entscheidend fur die Ausbildung einer
Sepsis ist die unkontrollierte, lokale Infektion, die durch systemisches
Eindringen des Pathogens bzw. seiner Toxine =zu einer potentiell

lebensbedrohlichen Erkrankung wird. [7]

Die folgende Arbeit beschaftigt sich mit der Pathophysiologie der Sepsis bei
Infektion mit gramnegativen Bakterien, innerhalb derer E. coli der haufigste
Erreger ist. [8] Um die Pathophysiologie der Sepsis besser verstehen zu
konnen, wird in den folgenden Abschnitten zunachst die Primarantwort des
angeborenen Immunsystems auf eine lokale Infektion dargestellt, um im
Anschluss zu erldutern, warum diese Mechanismen bei unkontrollierter Infektion

zur Organdysfunktion fuhren kénnen.

1.1.3 Lokale Infektion — LPS und CD14/TLR4-Rezeptor

Sobald gramnegative Bakterien die mechanischen Barrieren des Organismus
Uberwunden haben, kommt es durch Kontakt mit den Zellen des angeborenen
Immunsystem zu einer ersten Immunantwort. [6] Phagozyten, wie
gewebsstandige Makrophagen und dendritsche Zellen, erkennen fremde

Oberflachen- sowie Zellbestandteile des eingedrungenen Pathogens
2
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(Pathogen-associated molecular pattern, PAMP) mithilfe daflir spezifischer
Rezeptoren (Pattern recognition receptor, PRR). [6, 9] Durch Bindung des
PAMP kommt es durch Aktivierung des Phagozyten zu einer veranderten
Genexpression und Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen, die den
ersten Schritt in der Induktion einer angeborenen Immunantwort, die auch die
Grundlage fur die Generierung einer adaptiven Immunantwort darstellt, zur
Folge hat. [10]

Die PRR stellen eine heterogene Gruppe von membranstandigen,
zytoplasmatischen und endosomalen Rezeptoren dar. Die am besten
untersuchten PRR gehoren zur Toll-like-Rezeptor-Familie, von denen mehr als
zehn Vertreter bislang beschrieben wurden. [11] Der Toll-like-Rezeptor 4
(TLR4) ist ein membranstandiger Rezeptor fur die Erkennung des fur
gramnegative Bakterien wie E. coli spezifischen Endotoxins Lipopolysaccharid
(LPS). Mithilfe der Kofaktoren myeloid differentiation factor 2 (MD2) sowie
Cluster of differentiation 14 (CD14) kommt es bei Bindung des fur gramnegative
Bakterien charakteristischen LPS zur Dimerisierung des Rezeptors und damit zur
Aktivierung einer intrazellularen Signalkaskade. Dies flhrt wu.a. zur
Aktivierung des sogenannten MyD88 (Myeloid-differentitation-primary-
response-gene-88) -abhangigen Signalwegs. [9, 11]

1.1.4 MyD88-abhéangige proinflammatorische Signalkaskade

Die LPS-induzierte Dimerisierung des TLR4 fihrt intrazellular Gber das
Adapterprotein MyD88 in Zusammenspiel mit dem TI/R-domain-containing-
adapter-protein (TIRAP) zur Aktivierung eines intrazellularen Signalweges.
Hierbei kommt es, wie in Abb. 1.1 schematisch dargestellt, zur nachfolgenden
Phosphorylierung verschiedener Kinasen, u.a. Interleukin-1R-associated-
kinase-4 (IRAK4), Interleukin-1R-associated-Kinase-1 (IRAK1), Interleukin-1
receptor-associated kinase-like 2 (IRAK2) Tumor-necrose-factor-receptor-
associated-factor-6 (TRAF6) sowie transforming growth factor-activating kinase
1 (TAK1). [12]
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Proinﬂammatc;}ische Zytokine
(IL1, ILs, IL12, CXCL8, TNFa)

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der MyD88-abhidngigen proinflammatorischen
Signalkaskade nach Bindung von LPS an den TLR4-Rezeptor.

AP-1 activator protein-1, ERK1/2 Extracellular-signal Regulated Kinases 1/2 , IKK IkB kinase,
IkBa nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor- alpha, IRAK1 IL-
1R-associated-Kinase-1, IRAK2 Interleukin-1 receptor-associated kinase-like 2, IRAK4 IL-1R-
associated-kinase-4, JNK c-Jun N-terminale Kinasen, LPS Lipopolysaccharid, MD2 myeloid
differentiation factor 2, , MKK MAP kinase kinase, MyD88 myeloid-differentation-response-gene-
88, NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, p38 p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase, TAK1 transforming growth factor-activating kinase 1, TIRAP TIR-
domain-containing-adapter-protein, TLR4 toll-like receptor 4, TRAF6 Tumor-necrose-factor-
receptor-associated-factor-6.
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Letztlich kann das durch Phosphorylierung von TAK1 ankommende Zellsignal in
zwei Endstrecken weitergeleitet werden. Die Erste fuhrt Gber eine Aktivierung
des IKK-Komplexes durch Degradierung von IkBa (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha) zur Freisetzung des
gebundenen NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells). [12] Dieser wirkt nach Translokation in den Zellkern als
Transkriptionsfaktor und fuhrt zur erhdhten Expression proinflammatorischer
Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL1), Interleukin-6
(IL6), Interleukin-12 (IL12) sowie des Chemokins CXCLS8. [6]

TAK1 kann neben IKK auch den mitogen-activated-kinase-Signalweg (MAPK)
aktivieren. Der MAPK-Weg wirkt Uber drei verschiedene Endstrecken; den p38-
Weg, den c-Jun-N-terminale-Kinasen (JNK)-Weg und den ERK1/2-Weg. Durch
die Aktivierung dieser Wege kommt es in stimulierten Phagozyten ebenfalls zu
einer Erhéhung der Genexpression der oben genannten, proinflammatorischen
Zytokine. Hierbei spielt unter anderem die Translokation von activator-protein-1

(AP-1) in den Nucleus eine zentrale Rolle. [12]

1.1.5 Effektororgane und adaptive Inmunantwort

Die durch aktivierte Makrophagen freigesetzten proinflammatorischen Zytokine
wirken nach Ubertritt ins Blut an verschiedenen Organsystemen. (Abb. 1.2) Es
kommt in der Leber durch TNF-a, IL1 sowie IL6 zur Produktion der Akute-
Phase-Proteine C-Reaktives-Protein (CRP) und Mannose-bindendes Lektin
(MBL), die — anders als die Immunglobuline der Plasmazellen — unspezifisch als
Opsonine fur eingedrungene Pathogene dienen. Daneben fungieren die
Zytokine als Pyrogene und initieren im Hypothalamus die Erh6hung der
Korpertemperatur. Ein weiterer Effekt der proinflammatorischen Zytokine ist die
Freisetzung grolRer Mengen von Leukozyten aus dem Knochenmark,
insbesondere von neutrophilen Granulozyten, die zu einer messbaren
Leukozytose fihrt. Dieser Vorgang dient der Mobilisierung von

immunkompetenten Zellen an den Ort der Entziindung. [7]
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Proinflammatorische Zytokine

| | |

/" dendritische
Zelle

lﬂ

Akute-Phase-Proteine Erhdhung der Kérpertemperatur Reifung und
(CRP, MBL) Wanderung zum
Freisetzung Lymphknoten
l Neutrophiler l l
Granulozyten
Opsonisierung Hemmung bakterieller Replikation, Adaptive
beschleunigte Antigenprozessierung Immunantwort

Abb. 1.2: Effekte der proinflammatorischen Zytokine auf verschiedene Effektororgane bzw.
Zellen. CRP C-Reaktives Protein, MBL mannosebindendes Lektin

Quelle: in Anlehnung an Murphy, K.M., et al., Janeway - Immunologie. 7. Aufl. ed. 2009,
Heidelberg: Spektrum, Akad. Verl. S. 119

Neben der Ausschuttung der Zytokine kommt es durch TLR4-Aktivierung mit
nachfolgender Signaltransduktion in naiven, dendritischen Zellen zu einer Reihe
von Veranderungen. Dendritische Zellen filtern im Ruhezustand durch
Makropinozytose die Umgebung zur Detektion von Antigenen. Nach Aktivierung
durch LPS kommt es zur Beendigung dieses Vorgangs. Bei Stimulation durch
sezerniertes TNF-a der Makrophagen bewegen sich Dendritsche Zellen aktiv
Uber die Lymphgefale in Richtung des nachstgelegenen Lymphknotens.
Wahrenddessen kommt es zur Expression der kostimulierenden Molekile
CD80 sowie CD86, die in die Membran der Zellen integriert werden. Diese sind
obligat fur die antigenprasentierende Funktion mit nachfolgender Aktivierung
der naiven CD4-T-Lymphozyten, deren Oberflachenprotein CD28 mit CD80/86

6
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interagiert. Die Bindung von bakteriellen PAMP durch Zellen des angeborenen
Immunsystems legt daher den Grundstein fir die Induktion einer adaptiven

Immunantwort. [10, 13]

1.1.6 TNF-a- und CXCL8-vermittelte Chemotaxis

Die von den Phagozyten sezernierten Zytokine initieren eine lokale
Entzindungsreaktion, um weitere Immunzellen, insbesondere Monozyten und
neutrophile Granulozyten, zum Ort der Infektion zu locken. Die Freisetzung von
TNF-a fuhrt zur Aktivierung des Endothels der versorgenden Kapillaren. Es
kommt zur Vasodilatation und damit verbunden zur Verlangsamung des
Blutflusses sowie zur Erhdéhung der Gefallpermeabilitat. Die endothelialen
Zellen integrieren Adhasionsmolekile wie P-Selektin, das in der Granula der
Weibel-Palade-Kdorperchen gespeichert ist, sowie zeitlich verzogert E-Selektin
in die luminale Seite der Zellmembran. Durch Interaktion mit den
oberflachlichen Sialyl-Lewis-Einheiten der Leukozyten kommt es zur
sogenannten rollenden Adhasion, wodurch die intravasale Bewegung der
Leukozyten gebremst wird. TNF-a bewirkt dartuber hinaus die Bildung der
endothelialen Integrine ICAM-1 und ICAM-2. [7]

Das von Makrophagen sezernierte CXCL8 wird luminal an Proteoglykane der
Endothelzellen gebunden und stimuliert nach Kontakt mit den rollenden
Leukozyten deren Expression von LFA-1 sowie CR3. Infolge fester Bindung von
leukoztarem LFA-1 und CR3 an endotheliale ICAM-1-Moleklle kommt es zum
Durchtritt der Immunzellen durch das Endothel (Diapedese). Zeitgleich kommt
es durch die entstehende, erhohte Gefallpermeabilitat zum Austritt von
intravasaler Flussigkeit. Die Immunzellen wandern in der Folge entlang des
CXCL8-Konzentrationsgradienten an den Ort der Entzindung, um dort ihre
Aufgabe als Phagozyten zu entfalten und das eindringende Pathogen zu

eliminieren. [7]
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Abb. 1.3: Zytokin-vermittelte Einwanderung von neutrophilen Granulozyten an den Ort der
Entziindung. 1. Rollende Adhasion durch Bindung von Sialyl-Lewis-Einheiten der Granulozyten
an P-/E-Selektin des Endothels. 2. Durch Kontakt von CXCL8 mit spezifischen leukozytaren
Rezeptoren kommt es zur festen Bindung von Integrinen (wie zB. LFA-1) an endotheliale ICAM-
1-MolekUle, deren Bildung durch sezerniertes TNFa der aktivierten Makrophagen stimuliert wird.
3. Diapedese der Leukozyten durch das Endothel sowie erhdhte Permeabilitat der Gefallwand
mit Austritt von Flissigkeit 4. Wanderung entlang des CXCL8-Gradienten an den Ort der

Entzindung.

Quelle: in Anlehnung an Murphy, K.M., et al., Janeway - Immunologie. 7. Aufl. ed. 2009,
Heidelberg: Spektrum, Akad. Verl. S. 115

1.1.7 Zytokin-induzierte Aktivierung der Hamostase

Um die Infektion lokal zu begrenzen und eine systemische Ausbreitung tber die
Blutbahn zu verhindern, kommt es im Zuge der lokalen Entziindungsreaktion zu
einer Aktivierung des Gerinnungssystems. [14] Uber die Bildung von
Mikrothromben in den Kapillaren soll der Ubertritt des Pathogens ins
Gefallsystem und die Dissemination Uber die Blutbahn verhindert werden. [7]
Die Ausschittung von TNF-a und IL13 durch Gewebsmakrophagen fluhrt
sowohl in den aktivierten Endothelzellen als auch in den angelockten

Monozyten zur Expression von tissue factor (TF). Die Komplexbildung von TF
8
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mit dem  Gerinnungsfaktor VIl erzeugt durch  Aktivierung der
Gerinnungskaskade Thrombin. Dieses bewirkt neben einer Aktivierung von
Thrombozyten die Bildung eines Fibrinnetzes und damit die Ausbildung eines

stabilen, roten Thrombus. [15, 16]

Die Hamostase wird physiologisch durch verschiedene antikoagulatorische
Systeme reguliert um eine unkontrollierte Blutgerinnung an z.B. unverletzten
Stellen des GefalRsystems zu verhindern. Die drei Hauptsysteme dieser
Regulation sind das Protein-C-System, das Antithrombin (AT) sowie der tissue
factor pathway inhibitor (TFPI). [16]

Das auf Endothelzellen exprimierte Thrombomodulin bindet aktiviertes
Thrombin und fuhrt zur Aktivierung von Protein C, das die Gerinnungsfatoren
Va sowie Vllla inaktiviert und so seine antikoagulatorische Wirkung entfaltet.
Hierzu bendtigt Protein C den Co-faktor Protein S. Durch Einfluss von TNF-a
und IL1 kommt es zum einen zur Verminderung von Thrombomodulin auf den
Endothelzellen und zum anderen zur Reduktion des Proteins S. Beides
resultiert in einer reduzierten Aktivitat von Protein C und damit in einer
reduzierten Antikoagulation. Im Rahmen einer Sepsis kommt es zudem zur
Uberschieldienden Aktivierung mit Verbrauch des Systems und schlussendlich

zu dessen Zusammenbruch. [16]

Antithrombin Il (AT 1ll) entfaltet seine Wirkung Uber die Inhibierung von
Thrombin und Faktor Xa. Physiologisch wird die Wirkung von AT durch
endogene Glykosaminoglykane wie Heparan-Sulfat, das auf Endothelzellen
exprimiert wird, verstarkt. Die Synthese von Glykosaminoglykanen wird durch
Zytokine wahrend einer akuten Inflammation gehemmt, was zur reduzierten,
antikoagulatorischen Aktivitdt von AT Il fuhrt. Durch die beginnende Sepsis
kommt es zudem zum Verbrauch von AT lll durch die starke Thrombinamie und
in der Folge zum Zusammenbruch des Systems. Verstarkt wird dieser Zustand
durch reduzierte Neuproduktion bei Ischamie und resultierender Dysfunktion

von Hepatozyten. [16]

Das dritte antikoagulatorische System zur Verminderung der Thrombinsynthese
ist der tissue factor pathway inhibitor (TFPI). TFPI bindet den TF-FVlla-Komplex
und fuhrt somit zu dessen Inaktivierung. Hierdurch kommt es zu reduzierter

9
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Thrombingenerierung. Die genauen Mechanismen in der akuten Entzindung
sind letzlich bislang unverstanden. Es gibt jedoch Hinweise auf einen starken
Verbrauch in schwerer Entzindung bzw. Sepsis, was zum Ausfall dieses

antikoagulatorischen Systems fihrt. [17]

1.1.8 Ausbildung der Sepsis und des septischen Schocks

Wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, ist die Voraussetzung fir die Entstehung
einer Sepsis die unkontrollierte, lokale Infektion. Nach Ubertritt eines
gramnegativen Keims oder seiner Toxine in die Blutbahn, im Sinne einer
Bakteriamie bzw. Toxinamie, 10st dies - analog zu den gewebsstandigen
Makrophagen bei der lokalen Infektion — Uber die Bindung von LPS an den
TLR4 der zirkulierenden Monozyten eine Immunantwort aus. Es kommt zu
intravasaler Freisetzung groller Mengen proinflammatorischer Zytokine,
wodurch weitere Immunzellen stimuliert und zur Sezernierung angeregt werden.
Hierbei zeigt sich ein exponentieller Charakter dieser Immunantwort, der auch

als Zytokinsturm bezeichnet wird. [18]

Durch hohe TNF-a-Serumspiegel kommt es zu diffuser, systemischer
Aktivierung des Endothels mit Erhdhung der Gefallpermeabilitat, die wie in
Abschnitt 1.1.7 beschrieben, bei lokaler Infektion der Vereinfachung der
Extravasation der angelockten Immunzellen dienen soll. Generell geht dies mit
Verlusten von Flussigkeit in den Extravasalraum einher. Durch grof3flachige
Endothelaktivierung kommt es daher zum Austritt von Flussigkeit aus dem
Gefallsystem, was man auch als capillary leak bezeichnet. [19] Klinisch zeigt
sich der intravasale Flussigkeitsverlust bei septischen Patienten durch
Entstehung ausgepragter, multilokuldrer Odeme sowie einer deutlich negativen

Flussigkeitsbilanz.

10
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Entstehung eines septischen Schocks.
Die durch das LPS gramnegativer Bakterien stimulierten Phagozyten sezernieren Zytokine, die
wiederum Phagozyten aktivieren. Dies fuhrt zur Bildung eines sogenannten Zytokinssturms, der
Uber die Endothelaktivierung und den intravasalen FlUssigkeitsverlust sowie die periphere

Vasodilatation zur hdmodynamischen Instabilitdt und zum septischen Schock fihrt.

Dies fuhrt zur Hypovolamie-bedingten Abnahme des Herzzeitvolumens sowie
zur Hypotension. Die Hypotension wird dartuber hinaus durch die zytokin-
induzierte, periphere Vasodilatation, die bei der lokalen Infektion der
Verlangsamung des Blutflusses im infizierten Gewebe dient, weiter verstarkt.
Die Veranderungen der Hamodynamik flhren letztlich zur Entstehung eines
septischen Schocks mit verminderter Perfusion peripherer Gewebe und
Organe. [19] Durch Auftreten einer Gewebehypoxie und konsekutiver Ischamie

kommt es zur Bildung von Laktat, das als diagnostischer Parameter flr den
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septischen Schock laborchemisch gemessen werden kann. [1] Unbehandelt

fuhrt dieser Zustand zum lebensbedrohlichen Gewebeuntergang.

1.1.9 Disseminierte intravasale Verbrauchskoagulopathie und
Multiorganversagen

Der Gewebeuntergang wird durch eine schwerwiegende Gerinnungsstorung,
der sogenannten disseminierten intravasalen Verbrauchskoagulopathie (DIC),
die durch hohe Serumspiegel proinflammatorischer Zytokine induziert wird,
verstarkt. (Abb. 1.5) Durch zytokin-vermittelte Expression von TF in aktivierten
Monozyten soll in lokalen Infektionen das Pathogen durch einen Thrombus an
der Expansion Uber das Gefallsystem gehindert werden. GroRe TNF-a-
Serumspiegel fuhren zur diffusen Aktivierung von Monozyten und
Endothelzellen und deren Bildung von TF. Entscheidend fur die Entwicklung
von Thromben ist jedoch darUber hinaus das Versagen der anti-

koagulatorischen Kontrollmechanismen. [16]

Das Resultat aus dem Uberwiegen der prokoagulatorischen Effekte ist die
Bildung groRer Mengen I0slichen Fibrins. Durch Prazipitation von
Fibrinpolymerern im Endstromgebiet des Gefallsystems kommt es zu schweren
Stérungen der Mikrozirkulation, die in Kombination mit dem Versagen der
adaquaten Gewebeperfusion durch Gewebeuntergang den Motor des

beginnenden Multiorganversagens darstellt. [16]

Durch die uberschieRende Aktivierung des Gerinnungssystems kommt es im
Zuge der manifesten DIC zum Verbrauch groRer Mengen von
Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten. Das Resultat ist eine im Verlauf
erhohte Blutungsneigung. Dies kann zu diffusen mikrovaskularen Blutungen in

allen Geweben des Korpers fuhren. [16]
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Disseminierten, intravasalen
Verbrauchskoagulopathie (DIC). Die durch den Zytokinsturm bedingte UberschieRende
Aktivierung des Gerinnungssystems flhrt zum einen Uber die Thrombindmie zur Bildung grof3er
Mengen Fibrinpolymere mit resultierender Mikrozirkulationsstorung. Zum anderen kommt es
durch den Verbrauch zahlreicher Gerinnungsfaktoren zur erhéhten Blutungsneigung. Dies stellt
die Grundlage des Sepsis-induzierten Multiorganversagens dar.
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1.1.10 Aktuelle Leitlinien-Therapie
Die Therapie der Sepsis sollte unmittelbar nach Diagnosestellung beginnen, da
jede Verzogerung zu einer signifikant erhohten Letalitdt des Patienten flhrt.
Grundsatzlich basiert die Therapie auf vier verschiedenen Saulen: der
Fokussanierung, der antimikrobiellen Therapie, der supportiven und der
adjunktiven Therapie. (Abb. 1.6) [20]

Die Fokussanierung dient der Eliminierung der Infektionsquelle, um die
Ausbreitung der Pathogene sowie deren Toxine einzuddmmen. Dies kann
beispielsweise die Entfernung infizierten Fremdmaterials, die Spaltung und
Ausraumung eines Abszesses, das operative Wunddebridement bis hin zu
einer Amputation oder die Sanierung insuffizienter Anastomosen, z.B. bei
Darmresektionen, sein. Nach Abnahme von Blutkulturen sollte unmittelbar nach
Diagnosestellung mit der antimikrobiellen Therapie begonnen werden, die die

zweite Saule der Sepsis-Therapie darstellt. [20]

Ein weiterer elementarer Baustein bildet die supportive Therapie mit der
Kontrolle Sepsis-assoziierter Dysfunktionen, wie z.B. Hypovolamie und
Hypotension. Die hamodynamische Stabilisierung sollte durch eine adaquate
Volumentherapie erfolgen, um eine Minderperfusion der Gewebe zu verhindern.
Bei fortbestehender Hypotension, trotz Volumentherapie, kommen darliber
hinaus Katecholamine zum Einsatz. Bei Entstehung eines Acute lung injury
(ALI) acute distress resipratory syndrome (ARDS) oder akuten
Nierenversagens muss eine maschinelle Beatmung sowie ein intermittierendes

oder kontinuierliches Nierenersatzverfahren erwogen werden. [20]

Die letzte Saule stellt die adjunktive Therapie dar. Diese versucht in
verschiedene Teilbereiche der Genese der Sepsis einzugreifen. Viele der
adjunktiven Therapieansatze konnten bislang jedoch keinen positiven Effekt auf
das Outcome in der Sepsis zeigen. Auch der zunachst positiv angenommene
Effekt einer Immunmodulation durch intermittierende Gabe von
Glucocorticosteroiden (z.B. 200-300 mg Hydrocortison/Tag) konnte durch eine
internationale, multizentrische, randomisierte Studie (Corticosteroid therapy of
septic shock, CORTICUS) widerlegt werden. [20]
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Ebenso konnte der Versuch der Optimierung der dysregulierten Hamostase
durch Gabe von rekombinantem aktiviertem Protein C nur bei bestimmten
Subpopulationen eine leichte Verbesserung des Outcomes zeigen. Die Gabe

von Antithrombin zeigt hingegen keinen therapeutischen Nutzen. [20]

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es trotz intensiver Forschung
bislang an innovativen Therapiekonzepten mangelt und die Kausaltherapie auf

Fokussanierung und antimikrobielle Therapie beschrankt ist.

Therapie des Sepsis

Fokussanierung
Antimikrobielle Therapie
Supportive Therapie
Adjunktive Therapie

Kausale Therapie

Abb. 1.6: Die vier Saulen der Sepsistherapie.
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1.2 Phospholipase D1

Bei der Phospholipase D1 (PLD1) handelt es sich um eine ubiquitar exprimierte
Phosphodiesterase aus der Familie der Phospholipasen. PLD1 katalysiert
intrazellular die Spaltung von Glyceropholipiden wie Phosphatidylcholin in
Cholin und Phosphatidsaure (PA). PA ist ein sogenannter lipid second

messenger. [21, 22]

Sowohl PLD1 selbst (Uber direkte Proteininteraktion) als auch sein katalytisches
Produkt PA sind als Signalmolekule an der Steuerung einer Vielzahl
intrazellularer Prozesse beteiligt, u.a. an Endo- sowie Exozytose, Organisation
des Zytoskeletts, Zellproliferation und Zellmigration. Es konnte jedoch im
Mausversuch gezeigt werden, dass ein PLD1-Verlust durch Genknockout keine

phanotypischen Auffalligkeiten zeigt. [23]

PLD1 und PA verfugen uber ca. 50 bekannte Bindungspartner, uber die sie ihre
Wirkung entfalten. Hierzu zahlen small GTPasen, Phoshoinositide,
Proteinkinasen, Phophatasen, Nucleotide (wie GTP, ATP, cAMP) und
Strukturproteine. Signale, die zur Aktivierung von PLD1 oder zur Bildung von
PA fuhren, werden integriert und Uber nicht vollstandig geklarte Mechanismen
weitergeleitet oder blockiert. Daruber hinaus sind PLD1 und PA Uuber
verschiedene Wege in der Lage, ankommende Signale durch
Feedbackschleifen zu amplifizieren. (Abb. 1.7) [24]
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung des PLD-Signal-Netzwerks. PLD1 kann durch
verschiedene Signalproteine bzw. -wege wie PI4P5K, PKC und GTPasen aktiviert werden.
Daruber hinaus fuhrt die Aktivierung der PLD1 Uber die Generierung von PA zur Aktivierung

ebendieser im Sinne einer positiven Feedbackschleife.

Quelle: In Anlehnung an Jang, J.H., et al., Understanding of the roles of phospholipase D and
phosphatidic acid through their binding partners. Prog Lipid Res, 2012. 51(2): p. 71-81.

1.2.1 PLD1, FIPI und Hamostase

PLD1 hat eine regulatorische Funktion in der Hamostase. Der PLD1-Verlust
fuhrt experimentell bei hohen Scherkraften, wie sie in kleinen Arteriolen und
stenosierten Gefallen vorkommen, zu einer reduzierten Adhasion von
Thrombozyten sowie verminderter Stabilitat von gebildeten Thromben ex vivo
und in vivo. Elvers et al. konnten zeigen, dass dieser Effekt durch einen
Aktivierungsdefekt des Integrin auibs begrindet ist. [23]

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass es bei PLD1-Knockout-Mausen
nach Induktion einer Lungenembolie durch intravendse Applikation von

Kollagen in Kombination mit Epinephrin zu einem deutlich verbesserten
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Outcome im Vergleich zur Kontrollgruppe kommt (93% vs. 40%
Gesamtuberleben). [23]

Des Weiteren konnte in einem Schlaganfallmodell der Maus gezeigt werden,
dass es in Pld1/--Mausen zu einem 80% kleineren Infarktareal nach transienter
Okklusion der A. cerebri media kommt, ohne die Hadmostase zu beeintrachtigen
und ein erhohtes Blutungsrisiko zu induzieren. Diese Beobachtung konnte bei
praventiver, pharmakologischer Inhibierung von PLD1/PLD2 durch den
unselektiven Inhibitor 5-fluoro-2-indolyl- des chlorohalopemid (FIPI) vor
Induktion des Schlaganfalls bestatigt werden. Hierbei wirkt FIPI auf die
enzymatische Aktivitat von PLD1 und vermindert so die Bildung des second

messengers PA, wie Stegner et al. in Thrombozyten zeigen konnten. [25]

1.2.2 PLD1 und Entziindungsmediatoren

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass in vitro
murine Pld17-Monozyten nach Stimulation mit LPS eine reduzierte Expression
und Ausschittung von TNF-a gegenuber der Kontrollgruppe zeigen. Darlber
hinaus ist die durch LPS-induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
und die Translokation in den Nucleus in Pld77--Monozyten vermindert. Ferner
fuhrt die Abwesenheit von PLD1 zu einer verminderten Adhasion muriner
Monozyten an aktiviertes Endothel sowie zu einer reduzierten Chemotaxis. Im
Herzinfarktmodell der Maus fuhren die reduzierte TNF-a-Expression und
reduzierte Integrin aubBs-Aktivierung bei Pld1/-Mausen zu einer reduzierten
Inflammation nach einem kardiovaskularen Ereignis, was mdglicherweise durch
ein vermindertes Remodeling mit einer eingeschrankteren Herzfunktion und

einer vergroflerten Infarktzone einhergeht. [22]
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

In der Sepsis spielt die Bildung grol’er Mengen TNF-a durch Zellen des
angeborenen Immunsystems mit nachfolgender Uberschielender,
dysregulierter Immunantwort eine zentrale Rolle. Die Folge ist eine Reihe
lebensbedrohlicher Pathologien, die durch additive Wirkung Uber die
Entwicklung eines septischen Schocks zu Ausbildung eines
Multiorganversagens und zum Tod des Organismus fuhren kénnen. Die bisher
etablierte Kausaltherapie beschrankt sich auf die Fokussanierung und die
antimikrobielle Therapie. Die hohe Pravalenz, steigende Inzidenz und hohe
Letalitatsrate bei bislang limitierten Therapieoptionen erfordern intensive

Forschung, um neue innovative Therapieansatze zu entwickeln.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Defizienz
von PLD1 zu einer reduzierten Expression und Ausschuttung von TNF-a und

damit zu einer verminderten Inflammation flhrt.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, welchen Einfluss PLD1
auf den TNF-a-Serumspiegel, die Uberlebensrate und die disseminierte
intravasale Verbrauchskoagulopathie im Rahmen einer Sepsis hat und ob
hierbei weitere Signalwege neben dem NF-kB-Signalweg durch die PLD1

beeinflusst werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Isolation von embryonalen Mausfibroblasten (MEF)

Materialien:
Trypsin-EDTA (Life Technologies Katalognr.: 25300054)
Petrischale (Sarstedt TC-Schale 100, Cell+)

Kulturmedium (Gibco© Dulbeco’s modified Eagle Medium (DMEM) + 10 % FCS
+ 1% NEAA, 1 % Penicillin/Streptomycin)

Zellkulturflaschen (Cellstar® Cell Culture Flasks, 50 ml, 25 cm? PS)/
(Cellstar® Cell Culture Flasks, 250 ml, 75 cm?, PS)

Sterile Instrumente (Rasierklinge, Pinzette, Schere)

Prozedere:

Die embryonalen Mausfibroblasten wurden aus 12-13 Tage alten Embryonen
gewonnen. Die Muttermause wurden durch Inhalation von Isofluran betaubt und
im Anschluss durch zervikale Dislokation getdtet. Durch einen median geflihrten
Bauchschnitt wurde der Uterus herausprapariert und in eine Petrischale mit
PBS Uberflhrt. Die Embryonen wurden von Plazenta und Fruchtblase befreit
und in einer weiteren mit PBS geflllten Schale gesammelt. Es folgte die
Dekapitation der Embryonen und die Entfernung der durch ihre dunkelrote
Farbe erkennbaren thorakalen sowie abdominellen Organe. Die exenterierten
Embryonen wurden anschlieend in einer Petrischale mit 1 ml Trypsin je
Embryo versetzt und mithilfe einer sterilen Rasierklinge zerkleinert. Die
Gewebestickchen wurden mit einer Pipette in ein 15 ml Reaktionsgefal®
uberfihrt. Um das Gemisch zu homogenisieren erfolgte abwechselnd eine
5-minutige Inkubation bei 37° C und wiederholtes Auf- und Abpipettieren mittels
Stabpipette. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die so gewonnene
Zellsuspension wurde im Anschluss in 20 ml Kulturmedium aufgenommen, in
eine T-25-Zellkulturflasche Uberflhrt und im Inkubator bei 37°C und 5 % CO:2
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aufbewahrt. Durch Wechsel des Kulturmediums und vorsichtigem Spilen mit
PBS konnten am Folgetag groRere Gewebestlicke und nicht adharente Zellen
aus der Kulturflasche entfernt werden. Die als Monolayer adharent wachsenden
MEFs wurden nach Erreichen von einer ca. 80-prozentigen Konfluenz, wie in
Abschnitt 2.1.2 beschrieben, abgeldst und in T-75-Kulturflaschen tberfihrt.

2.1.2 Passagieren der Zellen

Materialien:
Trypsin-EDTA (Life Technologies Katalognr.: 25300054)
Zentrifugenrohrchen (Cellstar® Tubes, 15 ml)

Kulturmedium (Gibco© Dulbeco’s modified Eagle Medium (DMEM) + 10 % FCS
+ 1% NEAA, 1 % Penicillin/Streptomycin)

Zellkulturflaschen (Cellstar® Cell Culture Flasks, 250 ml, 75 cm?, PS)

Prozedere:

Nach erreichter Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das
Kulturmedium aus der Flasche entfernt, die Zellen mit PBS gespult und je nach
FlaschengroRe mit  0,05%-Trypsin-EDTA-L6sung  dunn  beschichtet.
AnschlielRend wurden die Flaschen fir 5 bis 10 Minuten inkubiert bis sich
makroskopisch der Zelllayer 16ste. Die Zellen wurden nun wiederholt mit einer
Stabpipette auf- und abpipettiert, die verbliebenen, an der Flaschenwand
haftenden Zellen, abgelést und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberflhrt.
Durch eine Zentrifugation bei 1100 rpm bzw. 194 g Uber einen Zeitraum von 5
Minuten wurden die Zellen von der Trypsin-EDTA-LOosung getrennt. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in neuem Kulturmedium
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde je nach Anforderung auf
Kulturflaschen aufgeteilt bzw. verworfen, um den Zellbestand konstant zu

halten.
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2.1.3 Zellzahlung

Materialien:
PBS (Biofroxx DPBS w/o Calcium and Magnesium, pH 7,3)
Trypan-Blau-Losung

Neubauerkammer (LO Optik Labor Neubauer improved, 0,1 mm Tiefe, 0,0025

mm?)

Prozedere:

Die Zellen wurden vor jedem Experiment gezahlt, um eine Vergleichbarkeit der
Versuchsgruppen zu gewahrleisten. Hierzu erfolgte zunachst die Losung der
Zellen von der Wand der Kulturflasche und Entfernung der Trypsin-EDTA-
Lésung (siehe Abschnitt 2.1.2). Es folgte die Aufnahme des Zellpellets in 10 ml
PBS. 10 ul der Zellsuspension wurden anschlie®end mit 10 uyl Trypan-Blau in
einem 1 ml Reaktionsgefal? vermischt. Es folgte die Auszahlung der Zellen
mittels Neubauerkammer in 10-facher Vergroflerung. Da die Kammer ein
vordefiniertes Volumen besitzt, lieR sich mithilfe folgender Formel die
Gesamtzahl der in der ursprunglichen Suspension enthaltenen Zellen

bestimmen:
X=ZxVFxV x 104

X: Gesamtzahl der Zellen in der ursprunglichen Suspension
Z: Summe der gezahlten Zellen aller Quadranten / vier Quadranten
VF: Verdunnungsfaktor Trypanblau (1:1)

V: Volumen der ursprunglichen Suspension in ml

Im Anschluss wurden die Zellen durch Zentrifugation fur 5 Minuten bei
1100 rpm bzw. 194 g vom PBS getrennt und in die fur den Versuch

vorgesehene Menge Kulturmedium (siehe Abschnitt 2.1.5) aufgenommen.
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2.1.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Materialien:

Kryorohrchen

FCS

DMSO (Sigma Life Science Dimethyl sulfoxide D4818)
Zellkulturflaschen (Cellstar® Cell Culture Flasks, 50 ml, 25 cm?, PS)

Kulturmedium (Gibco© Dulbeco’s modified Eagle Medium (DMEM) + 10 % FCS
+ 1% NEAA, 1 % Penicillin/Streptomycin)

Prozedere:

In regelmaligen Abstanden wurden Zellen zur Sicherung der Zelllinie
eingefroren und bei Bedarf rekultiviert. Hierzu wurden die Zellen, wie in den
Abschnitten 2.1.2 und 2.1.3 beschrieben, abgelost und gezahlt. Ein aus 10°
Zellen bestehendes Zellpellet wurde in 1 ml FCS resuspendiert und in ein
Kryoréhrchen Uberfuhrt. Es erfolgte die Hinzugabe von 100 pl Dimethyl sulfoxid
(DMSO). Das Reaktionsgefal® wurde zunachst 12 Stunden bei -70° C und im

Anschluss in flussigem Stickstoff gelagert.

Um die gefrorenen Zellen fiur weitere Experimente aufzutauen, erfolgte
zunachst eine Erwarmung des KryogefalRes fur 2 Minuten im 37° C warmen
Wasserbad. Die Zellen wurden im Anschluss ohne weitere Durchmischung
zugig in eine T-25-Kulturflasche mit vorgewarmten Kulturmedium tberfuhrt. Um
die letzten, im Kryogefald zurlickgebliebenen Zellen zu gewinnen, wurde dieses
mit 1 ml FCS gespult und der so resuspendierte Zellrest in die Kulturflasche
pipettiert. Diese wurde im Anschluss im Inkubator gelagert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen auf ihre Viabilitat und Adharenz hin mithilfe eines

Auflichtmikroskops untersucht.
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2.1.5 Stimulation der Zellen mit LPS

Materialien:

Kulturmedium (Gibco© Dulbeco’s modified Eagle Medium (DMEM) + 10 % FCS
+ 1% NEAA, 1 % Penicillin/Streptomycin)

Mikrotiterplatten (Cellstar® 48 Well Culture Plate Cat.-No. 677180, Cellstar® 96
Well Culture Plate Cat.-No. 650180

LPS (Sigma Life science Lipopolysaccharide L2630 / E. coli 0111:B4)

FIPI (Sigma Life science FIPO hydrochloride hydrate F5807)

Prozedere:

Die embryonalen Mausfibroblasten wurden zunachst nach dem in Abschnitt
2.1.3 beschriebenen Verfahren ausgezahlt. Fir die Zytokinmessung mittels
ELISA erfolgte die Aufnahme von 10° Zellen in 100 pl Kulturmedium.

Fir SDS-PAGE und Western Blotting hingegen wurden 5 x 10* Zellen in 100 pl

Medium gewanhlt.

100 ul der jeweiligen Suspension wurden pro Ansatz auf eine 96-well- (fir
ELISA-Untersuchungen) oder 48-well- (fur die Western Blots) Mikrotiterplatte
pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurden fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert und
anschlieliend mithilfe eines Auflichtmikroskops auf ihre Adharenz und Viabilitat
hin untersucht. Es folgte die Stimulation der Zellen mit 1 yg LPS/ml Kulturmedium

und die erneute Inkubation.

FuUr die Untersuchungen des PLD-Inhibitors FIPI wurden die Proben 30 min vor

LPS-Gabe mit einer FIPI-Konzentration von 1 uM inkubiert.

Fur die Zytokinmessungen folgte zu definierten Zeitpunkten die Uberfiihrung der
Zellsuspensionen in ein Reaktionsgefal® sowie die Zentrifugation bei 1100 rpm
und 194 g Uber eine Dauer von funf Minuten. Die gewonnenen Uberstéande
wurden in einem neuen Reaktionsgefall bei -20° C bis zur Analyse
zwischengelagert. Fur die Western Blot-Untersuchung wurde wie in Abschnitt

2.3.2 beschrieben weiter verfahren.
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2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1 Mausmodell

Fir das Mausmodell wurden Pld717--Mause sowie ihre Pld1**-Wurfgeschwister
verwendet. Es wurden flur alle Experimente 8 bis 12 Wochen alte Tiere

ungeachtet des Geschlechts verwendet.

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden nach Richtlinien der FELASA
(Federation of European Laboratory Animal Science Association) und dem
deutschen  Tierschutzgesetz  durchgefuhrt und von ortszustandigen

Tierschutzbeauftragen der ZETT Uberpruft.

Es wurden mit der Genehmigung des Landesamtes fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRW (LANUV, 84-02.05.30.13.030) TLR4-Liganden zur
Immunstimulation der Tiere verwendet. Daruber hinaus konnten mit einer
weiteren Genehmigung (LANUV, 84-02.04.2013.A294) Versuche zur Induktion

eines septischen Krankheitsbildes durchgefuhrt werden.

2.2.2 Induktion von Inflammation und septischem Schock

Materialien:
LPS (Sigma Life science Lipopolysaccharide L2630 / E. coli 0111:B4)
PBS (Biofroxx DPBS w/o Calcium and Magnesium, pH 7,3)

Spritzen (BD Micro-Fine™ U-100 Insulin 0,5 ml, 0,33 mm (29G) x 12,7 mm)

Prozedere:

Die Induktion einer inflammatorischen Antwort erfolgte durch die
intraperitoneale Injektion von LPS (4 mg/kg KG gelost in 200 ul PBS). Der
septische Schock fir die Uberlebensuntersuchungen hingegen wurde durch
zwei Modelle induziert. Das erste Sepsismodell wurde durch die
intraperitoneale Injektion von 10 mg D-Galaktosamin (gelost in 200 pl PBS)
gefolgt von einer intravendsen LPS Injektion von 50 pg/kg KG LPS (gel6st in 150
pl PBS) induziert.
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Das zweite Modell wurde durch eine alleinige intraperitoneale Gabe des LPS in
héherer Dosierung (10 mg/kg KG LPS gel6st in 200 pyl PBS) induziert.

Die Mause wurden in allen Versuchen uUber den gesamten Zeitraum der

jeweiligen Experimente engmaschig beobachtet.

2.2.3 Gewinnung und Aufbereitung von Blutproben

Materialien:

Glaskapillare (Blaubrand® intramark Mikropipetten Ref. 708745)
Serum-Trenngel-Rérchen (BD Microtainer® SST™ Tubes Ref. 365951)
Reagiergefalde (Sarstedt Micro tube 1,5 ml Ref. 72.690.001)

Natrium-Citrat-Losung (aus BD Vacutainer® Plus Blood Collection Tubes Ref.
364305)

Prozedere:

Fur die Gewinnung von Blutproben wurden die Tiere zunachst durch Inhalation
von Isofluran betdubt. Bei ausreichend tiefer Narkose wurde Blut mithilfe einer
kurzen Glaskapillare aus dem retrobulbaren Venenplexus gewonnen. Dieses
wurde fur die Serumuntersuchungen in einem Serum-Trenngel-Réhrchen
aufgefangen. Nach 30-minutiger Agglutination folgte die Zentrifugation des
Trenngelréhrchens bei 8000 g Uber 1,5 Minuten. Das aufgetrennte Serum
wurde in ein neues Reaktionsgefaly Uberfuhrt und bei -20° C kurzfristig bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Fur die Bestimmung der Thrombozytenzahl
wurde analog der obigen Vorgehensweise Vollblut entnommen und in einem
1,5 ml Reaktionsgefall mit 100 ul Citrat-Lésung aufgefangen, um die

Agglutination der Thrombozyten zu verhindern.
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2.2.4 Organentnahme

Materialien:

Isofluran (Fa. Piramal Healthcare)
70%-iger Alkohol

Kryorohrchen

Sterile Instrumente (Schere, Pinzette)

Prozedere:

Nach Betaubung durch Isofluran und Exitus letalis durch zervikale Dislokation
wurden die Kadaver zunachst in 70% EtOH desinfiziert. Es folgte die
Praparation des Abdomens zur Freilegung der Organe. Die Leber wurde
reseziert und fur die Analyse der Genexpression mittels qRT-PCR (siehe
Abschnitt 2.4.1) in einem Reaktionsgefall in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Anschlieend erfolgte die Lagerung der Organe bei -70° C.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA)

Materialien:

ELISA-Kits (Duoset® ELISA Development System Mouse TNF-a Catalog
number: DY410) / Duoset® ELISA Development System Mouse Interleukin-6
Catalog number: DY406

96-Well-Mikrotiterplatte

Photometer

Prozedere:

Um die Konzentrationen der Zytokine in den Serum- und Zellkulturproben zu
bestimmen wurden sogenannte ,Sandwich-ELISAs“ durchgefuhrt. Hierzu wurde

sich streng an die Verfahrensanweisungen des verwendeten Kits gehalten. Das
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Prinzip eines solchen ELISA beruht auf der spezifischen Antikorper-Antigen-
Bindung. Zunachst wird eine 96-well Mikrotiterplatte mit einem flr das gesuchte
Protein (Antigen) spezifischen Antikrper, dem sogenannten Capture Antibody
beschichtet. AnschlieRend wird die ggf. verdinnte Probe aufgebracht. Das
gesuchte Protein bindet an den FAB-Teil des Antikdrpers. Durch dreifaches
Waschen der Wells werden im Anschluss unerwilnschte Zell- und
Losungsbestandteile entfernt. Im weiteren Schritt erfolgt dann die Hinzugabe
eines zweiten, fur das Antigen spezifischen Antikdrpers, der sogenannte
detection antibody. Durch Bindung dieses Antikorpers entsteht im Folgenden
ein Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex (,Sandwich®). Alle nicht gebundenen
Antikdrper werden durch erneutes Waschen entfernt. Letztendlich erfolgt die
Bindung eines Reporterenzyms mittels weiteren Antikorpers an den Fc-Teil des
zweiten Antikorpers. Fur die Quantifizierung des spezifischen Proteins wird ein
fur das Reporterenzym spezifisches Substrat hinzugegeben. Anhand der
umgesetzten Substratmenge und der verbundenen optischen Dichte koénnen
mittels Photometrie Rulckschlisse auf die Proteinkonzentration gezogen

werden. Als Referenz dient hierbei eine Standardreihe.

2.3.2 SDS-Page und Western Blot
Materialien:

IP Puffer (Tris-Hydrochlorid 15 mM, NaCL 155 mM, EDTA 1 mM, NaN3 0,005
%) + Proteaseinhibitor (1:5) + IPGAL (1:100)

Lammli-Puffer (6x, 7 ml 4xTris HCI/SDS pH 6,8, 3 ml Glycerin, 1 g SDS, 0,93 g
DTT, 1,2 mg Bromphenolblau)

Trenngel 8% (3,75 ml Trenngelpuffer pH 8,8, 7,25 ml Aqua dest. 4 ml
Acrylamid 30%, 100 ul APS 10%, 100 pl TEMED)

Sammelgel (1,25 ml Sammelgelpuffer pH 6,8, 3,05 ml Aqua dest., 650 ul
Acrylamid 30%, 25 ul APS 10 %, 5 ul TEMED)

Proteinmarker (Biorad Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting Standards
Ref. 1610376, Biorad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards Ref.
1610374)
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Blockpuffer 5 % BSA in PBS-T (0,1 % von Tween20 in PBS)
Waschpuffer PBS-T (0,1 % von Tween20 in PBS)

Primare Antikorper (Cell Signaling MAPK Family Sampler KIT Ref. 9926S, Cell
signaling p-MAPK Family Sampler Kit Ref. 9910S)

Sekundarer Antikorper

Prozedere:

Um die Phosphorylierung der Signalproteine zu untersuchen wurden zunachst,
wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, embryonale Mausfibroblasten mit LPS
stimuliert. Das in den Wells der Mikrotiterplatten enthaltene Kulturmedium wurde
mittels Pipette aufgenommen, sodass lediglich die vitalen, an der Wand
adharenten Zellen zurlckblieben. Diese wurden mittels IP-Puffer mit
Proteaseinhibitor/IPGAL geldst und gleichzeitig lysiert. Das Lysat wurde in ein
Reaktionsgefald Uberfuhrt und vorubergehend bei -70° C gelagert.
Im Anschluss folgte die Hinzugabe des Lammli-Puffers und die Erhitzung auf 95°
C fur funf Minuten, um die enthaltenen Proteine zu denaturieren. Mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) wurden die enthaltenen Proteine
nach ihrer Grolke elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurden zunachst Trenn-
sowie Sammelgel in der Gelektrophorese-Kammer polymerisiert. In die durch
den einliegenden Kamm entstandenen Taschen wurden anschliefend die
Proben aufgetragen und die enthaltenen Proteine bei 25 mA 90 Minuten
aufgetrennt. Als Referenz flr die MolekllgroRe wurden 6 pl Precision Plus
Protein-C-Marker und 2 ul Precision Plus Protein Dual Color in einer

randstandigen Tasche aufgebracht.

Nach vollstandiger Auftrennung wurden die Proteingele auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert (,geblottet®). Das Gel sowie die Membran wurden
zwischen Blotpuffer getrankte Filterpapiere gelegt und der Transfer durch
Anlegen von Anode und Kathode bei 15 V uUber eine Stunde durchgefihrt. Nach
einstundigem Blockieren der Membran mit dem Blockpuffer erfolgte die
Inkubation mit dem Antikorper fur das gesuchte Protein Uber Nacht bei 4° C auf

einem Schattler. Nach Entfernung der Antikorperldsung wurde die Membran
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dreimalig mit dem Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss wurde der sekundare
Antikdrper mit Streptavidin (geldst in Blockpuffer) hinzugegeben. Es folgte die
Inkubation bei Raumtemperatur und kontinuierlicher Bewegung fir eine Dauer
von 90 Minuten. Nach erneutem Waschen mit dem Waschpuffer konnte die

Detektion erfolgen.

Hierzu wurde die ECL-L6sung gleichmalig auf der Membran verteilt und nach 5-

minutiger Inkubation die Lumineszenz in einer Dunkelkammer erfasst.

2.4 Molekularbiologische Methoden

Mithilfe der molekularbiologischen Methoden sollte die TNF-a Genexpression
nach LPS-Stimulation in Pld1”- Mausen und Pld71**-Mausen gemessen
werden. Hierzu wurde aus der Leber der Versuchstiere die Gesamt-RNA
isoliert. Um die gesuchte messenger RNA (mRNA) fur TNF-a zu quantifizieren,
musste im Anschluss zunachst complementary DNA (cDNA) aus der Gesamt-
RNA synthetisiert werden. Aus dieser konnte dann mittels quantitativer Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) die gesuchte TNF-a-cDNA in beiden

Gruppen miteinander verglichen werden.

2.4.1 RNA-Isolierung aus Organen
Materialien:

QUI Shredder KIT (Quiagen Ref. 79654)

RNeasy Mini Kit (Quiagen Ref. 74104)

Prozedere:

Zunachst wurden die bei -70°C tiefgefrorenen Organe in flissigem Stickstoff
gemorsert. Im Anschluss erfolgte die Uberfiihrung der Organfragmente in ein
stickstoffgeklihltes Reaktionsgefal®. Durch das ,QUI Shredder Kit* wurden im
Folgenden die Gewebefragmente weiter zerkleinert, bevor mit dem ,QUI

RNeasy KIT® durch mehrfaches Zentrifugieren und Waschen mit den
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enthaltenen Pufferldésungen die RNA aus den Zellen isoliert wurde. Hierbei wurde
sich streng an die Anweisungen des Herstellers gehalten. Die isolierte RNA

wurde in 20 pyl RNA-freiem Wasser aufgenommen.

2.4.2 RNA-Konzentrationsbestimmung und cDNA-Synthese

Materialien:
Aqua dest.
cDNA Kit (Promega Reverse Transcription System Ref. A3500)

Thermocycler (Fa. Eppendorf)

Prozedere:

Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewahrleisten wurde zunachst jeweils
die in den L6ésungen enthaltene Gesamt-RNA gemessen. Dies erfolgte mithilfe
eines Photometers. Die Proben wurden mit destilietem Wasser auf eine
Konzentration von 1 ug RNA / 20 pg H20 dest. verdunnt. Daraufhin wurden
18 ul dieses mMRNA-Gemisches mit 2 yl DNase gemischt und Uber eine Dauer
von 30 min bei 37° C inkubiert, um die Proben von kleinsten Resten an DNA zu
befreien. Anschlief3end erfolgte eine zehnminutige Inkubation bei 75° C, um die
DNase zu deaktivieren. Das Prinzip der Synthese der komplementaren DNA
beruht auf der Funktion der Reversen Transkriptase, einer RNA-abhangigen
DNA-Polymerase. Diese synthetisiert Uber einen RNA-DNA-Hybridstrang die
komplementare cDNA. Hierfur wurde ein Kit der Firma Promega verwendet. Fur
die cDNA Synthese fligt man der 20 yl mRNA-L6ésung 2 ul des im Kit

enthaltenen Primers (Oligo (dT)) hinzu.
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ImProm-Il 5x Reaction Buffer 4,0 ul
MgCi2 (7 mM) 2,5l
dNTP Mix (0,5mM je dNTP) 1,0 pl
Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
ImProm-Il Reverse Transcriptase 1,0 pl
Gesamt 9 ul

Der Mastermix (9 pl) und die Probe (22 pl) wurden zusammengefugt und die
komplementare DNA in einem Thermocycler durch folgendes Programm
synthetisiert:

5 min bei 25° C Primerhybridisierung — Anlagerung der Primer an die RNA-
Strange

60 min bei 42° C  Elongation — Synthese des komplementaren DNA-Strangs
15 min bei 72° C  Inaktivierung der Reversen Transkriptase

Die erzeugte cDNA wurde nach der Synthese bei -20° C gelagert und am

Folgetag der qPCR zugefuhrt.

2.4.3 Quantitative Echtzeit-PCR
Materialien:

Aqua dest.

Fast SYBR® Green Master Mix (Katalog-Nr.: 4385612)
Realtime PCR System 7500 Fast (Fa. Applied biosystems)
Primer (hergestellt durch Fa...)

Mikrotiterplatte fur PCR (Fa. Eppendorf)
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Prozedere:

Um die quantitative Echtzeit-PCR durchzufiihren wurden je Ansatz 1 pl der
cDNA-Probe mit 8 yl Aqua dest. sowie 10 pl ,Fast SYBR Green Master Mix“
inkubiert. Fur jede Probe wurden 6 Ansatze erzeugt: Jeweils drei Ansatze
erhielten den Primer fur die DNA des gesuchten TNF-a, die anderen den fur
das Gen der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), eines
Enzyms aus dem Glucose-Stoffwechsel, das in diesem Fall als sogenanntes
housekeeping gene verwendet wurde (siehe Tab. 1). Hierbei handelt es sich um
ein in jeder Zelle konstant transkribiertes Gen, das als Referenz verwendet
wird, um feinste Unterschiede in der Gesamtexpression der Zelle in der
Auswertung zu neutralisieren. Die Primer wurden jeweils in der forward sowie
reverse Variante mit einem durch das benutzte Kit vorgegeben Volumen von
0,5 pl hinzugefligt, sodass sich insgesamt ein Gesamtvolumen von 20 ul pro

Ansatz ergab, der auf die fir PCR vorgesehene Mikrotiterplatte pipettiert wurde.

Primer Richtung 5> 3 Sequenz

TNFa forward GCCCCCACTCTGACCCCTTT
TNFa reverse GGGGCTGGCTCTGTGAGGAA
GAPDH | forward GGTGAAGGCGGTGTGAACG
GAPDH | reverse CTCGCTCCTGGAAGATGGTG

Tab. 1: Basensequenz der verwendeten Primer

Die Genexpression wurde mithilfe des »Realtime PCR System 7500 Fast«

gemessen.
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2.5 Zahlung der Thrombozyten

Materialien:

Laborautomat (Sysmex KX-21)

Prozedere:

Fur die Zahlung der Thrombozyten wurde das Blut, wie in Abschnitt 2.2.3
beschrieben, gewonnen und mithilfe einer Citrat-Lésung antikoaguliert. Da
durch die Glaskapillare nur ungenaue Mengen von Blut gewonnen werden
konnten, die Citratlosung in den Auffangrohrchen jedoch stets ein Volumen von
100 pl besaly, musste im Vorfeld der Messung der Verdinnungsgrad ermittelt
werden. Dies geschah mittels Aufnahme in eine auf ein vorbestimmtes Volumen
eingestellten Pipette. Die Thrombozytenzahl wurde durch einen Labor-
Automaten der Firma Sysmex bestimmt. Das Ergebnis jeder Probe wurde mit
der gemessenen Verdlinnung verrechnet, um die tatsachliche Konzentration im

Blut des Tieres zu ermitteln.

2.6 Statistische Auswertung

Alle Diagramme sowie statistischen Auswertung wurden mithilfe von Microsoft
Excel 2016 vorgenommen. Die Anzahl der analysierten Individuen bezeichnet
n. Alle Diagramme zeigen jeweils den Mittelwert (MW) zum Parameter der y-
Achse. Fur den Fehlerindikator in den Diagrammen wurde stets der mean *
SEM (engl. standard error of mean) angegeben. Signifikanzen, die Uberprifen
sollten, ob sich in zwei zu vergleichenden Matrizen zweier Gruppen
systematische  Unterschiede feststellen lassen, wurden durch den
studentischen t-Test und durch den Log-Rank Mantel-Cox Test ermittelt. Sie

wurden in folgende Kategorien eingeteilt: p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.001***,
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3 Ergebnisse

3.1 Tierexperimentelle Untersuchungen

3.1.1 Zytokinspiegel im Serum nach LPS-Stimulation

Um die inflammatorische Antwort in Form einer Zytokinausschittung nach
Stimulation mit dem Endotoxin LPS zu untersuchen, wurden PLD1-defiziente

Mause sowie Wildtyptiere untersucht.

Um eine systemische Inflammation zu induzieren wurde den Mausen 4 mg/kg
KG LPS geldst in PBS intraperitoneal injiziert. 0,5; 1,5; 3 und 5 Stunden nach
Applikation wurden Blutproben gewonnen. Der einzelnen Maus wurden hierbei
maximal zweimal Blut entnommen, sodass die Mause auf verschiedene
Zeitpunkte verteilt wurden. Insgesamt wurden funf Proben je Zeitpunkt und
Gruppe untersucht (n=5). Nach Aufbereitung der Proben wurden die Zytokine
TNF-a und IL6 mittels ELISA gemessen.
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Abb. 3.1: Zeitlicher Verlauf des Serum-TNF-a bei PId1**- und Pld1’-Miusen nach
intraperitonealer LPS-Injektion. Den Tieren wurden 4 mg/kg KG LPS intraperitoneal
appliziert. Nach 0,5, 1,5, 3 und 5 Stunden wurden Serumproben entnommen und die

Konzentration des TNF-a im Serum (in pg/ml) mittels ELISA bestimmt (n=5).
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Der zeitliche Verlauf des TNF-a nach Induktion der Sepsis wird in Abb. 3.1
gezeigt. Eine Kontrolle von gesunden Tieren ergab keinen messbaren
Basalspiegel vor der LPS-Injektion. Es lasst sich erkennen, dass die
Zytokinspiegel nach den ersten 30 Minuten in beiden Gruppen nahezu identisch
war (314,9 + 130 vs. 286,9 + 84 pg/ml, p=0,34). Die hoéchste TNF-a-
Konzentration im Serum wurde ca. 1,5 Stunden nach der LPS-Stimulation
erreicht. Hier zeigten die Pld717-Mause (595,9 + 209,3 pg/ml) gegeniiber den
Pld1**-Tieren (1092,4 + 274,9 pg/ml) eine Reduktion der Zytokinfreisetzung von
ca. 45%. Der Unterschied war mit einem p-Wert von 0,006 signifikant. Die
Messungen nach drei (183,6 £ 48 vs. 121,3 + 28,5 pg/ml, p=0,04) bzw. funf
Stunden (72,9 + 30,4 vs. 29,5 £ 3,7 pg/ml, p=0,02) ergaben ebenfalls einen
signifikanten Unterschied, wahrend die Messung nach 30 Minuten (314,9 + 130
vs. 286,9 + 84,5 pg/ml, p=0,34) keine Signifikanz zeigte. [26]
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Abb. 3.2: Zeitlicher Verlauf des Serum-IL6 bei PId71**- und PId17-Mausen nach
intraperitonealer LPS-Injektion. Den Tieren wurden 4 mg/kg KG LPS intraperitoneal
appliziert. Nach 0,5, 1,5, 3 und 5 Stunden wurden Serumproben entnommen und die

Konzentration des IL6 im Serum (in pg/ml) mittels ELISA bestimmt (n=5).

Die Abb. 3.2 zeigt den Verlauf der Serumkonzentration des IL6 nach Induktion

der Sepsis. Eine erhdhte Basalkonzentration in unbehandelten Tieren konnte
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ausgeschlossen werden. Analog der TNF-a-Spiegel zeigten auch die IL6-
Spiegel einen  kurvenhaften Verlauf, jedoch wurde hierbei das
Konzentrationsmaximum erst nach ca. 3 Stunden erreicht. Im Vergleich zeigten
die Pld1-defizienten Mause auch hier, mit Ausnahme des Messwertes nach
30 Minuten (0,8 + 0,3 vs. 0,7 £ 0,2 ng/ml, p=0,24), eine signifikante Reduktion
ihrer Zytokinausschuttung gegenuber ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern. Sowohl
nach 1,5 Stunden (25,4 + 2,4 vs. 18,0 £+ 6,1 ng/ml, p=0,4) als auch nach
3 Stunden (40,7 £ 4,9 vs. 28,3 = 3,0 ng/ml, p=0,004) betrug diese ca. 30 %,
nach 5 Stunden (31,2 £ 13,6 vs. 13,8 + 4,3 pg/ml, p=0,02) 55 %. [26]

3.1.2 TNF-a-Genexpression in der Leber

Mithilfe der Messung der TNF-a-Genexpression sollte geklart werden, ob es
sich bei den reduzierten Serum-Zytokin-Konzentrationen der PLD1-defizienten
Gruppe nach Induktion der Sepsis um einen Genexpressionsdefekt oder um
eine verminderte Exozytose von TNF-a handelt. Hierzu wurde die Leber der
Tiere untersucht. Aus Lysaten dieser Organe wurde die Gesamt-RNA isoliert,
komplementare DNA (cDNA) synthetisiert und diese nach ihrem TNF-a-Anteil
mittels qPCR quantifiziert. (n=5)

Abb. 3.3 zeigt, dass die TNF-a-Genexpression in den Leberzellen der Pld17-
Mause nach Induktion der Sepsis im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
reduziert ist. (Relative Expression: 1 Std. 23 £ 0,7 vs. 19 £ 1,5, p=0,04, 5 Std.:
18 + 3,8 vs. 4,9 £ 1,5, p=0,007). [26]
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Abb. 3.3: TNF-a-Genexpression in der Leber bei Pld1**- und Pld1*-Mausen nach
intraperitonealer LPS-Injektion. Den Tieren wurden 4 mg/kg KG LPS intraperitoneal appliziert.
Zu Beginn des Experiments, nach 1,5 und 5 Stunden wurden die Organe entnommen und TNF-

a-mRNA relativ zum Housekeeping-gene GAPDH mittels gPCR gemessen (n=5).

3.1.3 Uberlebensrate im D-Galaktosamin/LPS-Sepsismodell

Um zu prifen, ob sich die reduzierte TNF-a-Konzentration im Serum protektiv
auf das Gesamtuberleben im septischen Schockmodell auswirkt, wurden
Uberlebensversuche mithilfe zwei verschiedene Sepsismodellen durchgefiihrt.
Der septische Schock wurde durch eine intraperitoneale Injektion von 10 mg
D-Galaktosamin, gefolgt von einer intravendsen LPS-Injektion (50 pg/kg KG)
induziert. (Pld1-Tiere n=9, Pld1**-Tiere n=10) Die Tiere wurden anschlieBend

Uber einen Zeitraum von 48 Stunden beobachtet.

Abb. 3.4 zeigt die Uberlebenskurven nach Induktion des septischen Schocks.
Es lasst sich erkennen, dass 40 % der Tiere in beiden Versuchsgruppen binnen
der ersten acht Stunden starben. Jedoch zeigte sich, dass sich die PLD1-
defizienten Tiere nach diesem Intervall stabilisierten, wahrend hingegen in der
Wildtyp-Gruppe noch zwei weitere Mause starben, sodass letztlich am
Versuchsende 40% der Pld1**- und 55 % der Pld1**-Tiere Uberlebten.
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Abb. 3.4: Uberlebenskurven der PId1**- und Pld1”-Miuse im D-Galaktosamin/LPS
Sepsismodell. Den Tieren wurden zunachst 10 mg D-Galaktosamin intraperitoneal injiziert.
Nach 10 Minuten erfolgte die intravendse Applikation von 50 ug/kg KG LPS. Uber einen Zeitraum
von 48 Stunden wurde anschlieBend das Uberleben der Tiere (iberwacht (Pld1**-Mause n=10,
Pld17-M&use n=9).

3.1.4 Uberlebensrate im LPS-Sepsismodell

Neben dem D-Gal/LPS Modell wurde ein zweites Sepsismodell mit alleiniger
intraperitonealer Gabe von LPS etabliert. Hierbei wurde der septische Schock
durch eine hoherdosierte LPS-Injektion (10mg/kg KG LPS) induziert (n=10 pro

Gruppe). Die Tiere wurden uber einen Zeitraum von 100 Stunden beobachtet.

Abb. 3.5 zeigt die Uberlebenskurven nach Induktion des septischen Schocks.
Innerhalb der ersten 40 Stunden starben alle Mause mit PLD1-Wildtyp,
wahrend hingegen 40% der Pld17-Mause Uberlebten. (p=0,0332) [26]
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Abb. 3.5: Uberlebenskurven der Pld1**- und Pld1-Miuse im LPS Sepsismodell. Den
Tieren wurde 10 mg/kg KG LPS intraperitoneal injiziert. Uber einen Zeitraum von 100 Stunden

wurde anschlieend das Uberleben der Tiere tiberwacht (n=10).

3.1.5 Disseminierte intravasale Verbrauchskoagulopathie

Im Zuge der Akute-Phase-Reaktion in der Sepsis droht ein Ungleichgewicht in
der Hamostase mit Entstehung einer disseminierten intravasalen
Verbrauchskoagulopathie (DIC). Hierbei kommt es durch eine ubiquitar im
Gefallsystem vorkommende Gerinnungsaktivierung zum Verbrauch von
Thrombozyten. Dies kann zu Mikrozirkulationsstérungen in der Gefal3peripherie

mit drohender Ischamie und resultierender Organdysfunktion fuhren.

Daher wurden nach Induktion einer Sepsis mit 10 mg LPS/kg KG i.p.
Messungen der Thrombozytenzahlen im Blut der Versuchstiere durchgefihrt.
Es wurden basal sowie nach 1, 3, 5 und 24 Stunden Proben enthommen (n=15

je Gruppe).

Die Basalkonzentration lag in Pld1**-Tieren bei 965 + 81 x 102 Thr/ul und in
Pld1-Tieren bei 924 + 41 x 103 Thr/ul (p=0,55)

Abb. 3.6 zeigt, dass es bei PLD1-defizienten Mausen im Rahmen der DIC 5

sowie 24 Stunden nach Induktion der Sepsis zu einem reduzierten Verbrauch
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von Thrombozyten gegeniiber der Kontrollgruppe kam. (5 Std.: 467 + 47 x 103
Thr/ul vs. 616 + 58 x 102 Thr/ul, p=0,04; 24 Std.: 261 + 27 x 103 Thr/pl vs. 419 +
37 x 103 Thr/ul, p<0,001.

Die Messungen nach 1 und 3 Stunden nach Induktion der Sepsis zeigten
keinen Unterschied. (1 Std.: 861 + 184 x 103 Thr/ul vs. 962 + 83 x 102 Thr/yl,
p=0,22; 3 Std.: 615 + 57 x 103 Thr/ul vs. 648 + 43 x 103 Thr/ul, p=0,64). [26]

S 1200 -

= M Pd1
= 1000 - [ Prd1-
=

3 800 *

o

= 600 - *kk
F ok

= 400 -

IS

£ 200 -

Q

€ .

= basal 1h 3h  5h  24h

Abb. 3.6: Zeitlicher Verlauf der Thrombozytenzahl im Blut bei Pld1**- und Pld1/-Mausen
im septischen Schock. Den Tieren wurden 10 mg/kg KG LPS intraperitoneal injiziert. Nach 1,

3, 5 und 24 Stunden wurden die Thrombozytenzahlen (1/uL) im Blut bestimmt (n=15).

3.2 Zellbiologische Untersuchungen

Um die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen der reduzierten TNF-a-
Genexpression zu untersuchen, wurden zellbiologische Experimente
durchgefuhrt. Es wurde untersucht, ob neben NF-kB auch der MAPK-Weg bei
der TLR4-Signaltransduktion durch PLD1 beeinflusst wird. Hierzu wurden MEFs

als Modellzelle gewahlt, da sie sich problemlos aus Mausembryonen isolieren
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lassen und eine kontinuierliche Proliferation aufweisen, sodass weiterer

Verbrauch von Versuchstieren vermieden werden konnte.

3.2.1 TNF-a-Sekretion von MEFs nach LPS-Stimulation

Es wurden MEFs sowohl aus Pld71**- als auch aus Pld17--Mausembryonen
isoliert und kultiviert. Bei den Versuchen wurden 10° Zellen je Ansatz
verwendet. Die Zellen wurden mit 1 pg/ml Kulturmedium LPS stimuliert. Nach 1,
2, 6 und 12 Stunden wurden die jeweiligen Uberstdnde abgenommen und die
TNF-a-Konzentration in diesen Proben mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. Es

wurden funf Ansatze je Gruppe und Zeitpunkt untersucht (siehe Abb. 3.10).
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Abb. 3.7: Zeitlicher Verlauf der TNF-a-Konzentration im Uberstand von Pld1**- und Pld1"--
embryonalen Mausfibroblasten nach Stimulation mit LPS. 100.000 Zellen je Ansatz (n=5 je
Zeitpunkt und Gruppe) wurden mit LPS stimuliert. Nach 1, 3, 6 und 12 Stunden wurden die
Uberstéande abgenommen und die TNF-a-Konzentration (in ng/ml) mittels ELISA bestimmt.

Abb. 3.7 zeigt die TNF-a-Spiegel in den Uberstéanden. Die Pld17- Zellen zeigen
im Vergleich zu den Pld1**-Zellen bei gleicher Zellzahl und zugefiihrter Menge
LPS eine reduzierte TNF-a-Sekretion. Die Unterschiede zwischen beiden

Gruppen waren ab 3 Stunden nach Stimulation statistisch signifikant (1 Std.:
42



Ergebnisse

0,082 + 0,027 vs. 0,039 £ 0,024 ng/ml, p=0,06; 3 Std.: 0,82 0,03 vs. 0,54 £ 0,10
ng/ml, p=0,002; 6 Std.: 1,13 £ 0,18 vs. 0,77 £ 0,07 ng/ml, p=0,007; 12 Std.: 2,85
10,28 vs. 1,8 £ 0.15 ng/ml, p=0,002). [26]

3.2.2 TNF-a-Sekretion FIPI-vorbehandelter MEFs nach LPS-Stimulation

Zur Inhibierung der Lipase-Aktivitat von PLD1 wurde FIPI, ein nicht-selektiver
PLD1/PLD2 Inhibitor, verwendet. Pld1**-embryonale Mausfibroblasten wurden
hierzu 30 Minuten vor der LPS-Stimulation mit FIPI inkubiert. Die Kontrollgruppe
erhielt DMSO. Im Anschluss erfolgte die Stimulation mit 1 uyg/ml LPS. Nach 1, 2,
6, 12 und 24 Stunden wurden die TNF-a-Konzentration in den Uberstinden
mittels ELISA bestimmt. Es wurden fUnf Ansatze pro Gruppe und Zeitpunkt

untersucht (n=5).
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Abb. 3.8: Zeitlicher Verlauf der TNF-a-Konzentration im Uberstand von FIPI-
vorbehandelten Pld1**-embryonalen Mausfibroblasten nach Stimulation mit LPS. Die
Experimentalgruppe erhielt 1 yM FIPI 30 Minuten vor Stimulation mit LPS. 100.000 Zellen je
Ansatz (n=5 je Zeitpunkt und Gruppe) wurden mit LPS stimuliert. Nach 1, 3, 6 und 12 Stunden
wurden die Uberstande abgenommen und die TNF-a-Konzentration (in ng/ml) mittels ELISA

bestimmt.
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Abb. 3.8 zeigt die TNF-a-Konzentrationen in den Uberstédnden. Die FIPI-
vorbehandelten Pld71**-Zellen zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen
signifikanten Unterschied in der TNF-a-Sekretion (Basal nnw., 1 Std.: 0,282 +
0,020 vs. 0,250 £ 0,019 ng/ml, p=0,05; 3 Std.: 1,52 + 0,14 vs. 1,46 + 0,15 ng/ml,
p=0,63; 6 Std.: 2,92 + 0,28 vs. 2,79 + 0,46 ng/ml, p=0,65; 12 Std.: 3,08 + 0,33 vs.
3,59 + 0.41 ng/ml, p=0,14).

Um zu Uberprifen, ob es durch FIPI zu einer Veranderung der TNF-a-Sekretion
durch Off-target-Phanomene u.a. durch Inhibition von PLD2 kommt, wurden
Pld17-MEFs mit 1 uM FIPI 30 Minuten vor Stimulation mit LPS inkubiert. Die
beiden Kontrollgruppen erhielten analog DMSO.
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Abb. 3.9: TNF-a-Konzentration im Uberstand von Pld1**-MEFs sowie von vorbehandelten
und unbehandelten Pld1"-MEFs nach Stimulation mit LPS. Die vorbehandelten Pld17-
MEFs wurden 30 Minuten vor LPS-Stimulation mit 1 uM FIPI inkubiert. 100.000 Zellen je Ansatz
(n=5 je Zeitpunkt und Gruppe) wurden mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Nach 12 Stunden wurden die

Uberstande abgenommen und die TNF-a-Konzentration (in ng/ml) mittels ELISA bestimmt.

Abb. 3.9 zeigt den in Abschnitt 3.2.1 bereits gezeigten signifikanten Unterschied
in der TNF-a-Konzentration im Uberstand zwischen Pld71**- und Pld1/-MEFs
12 Stunden nach der Stimulation mit LPS. (1,84 + 0,36 vs. 0,757 + 0,144 ng/ml,

p=0,001). Zwischen FIPl-vorbehandelten und unbehandelten Pld1"-MEFs
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hingegen gab es keinen signifikanten Unterschied (0,757 £ 0,144 ng/ml vs.
0,677 £ 0,164 ng/ml, p=0,41).

3.2.3 Untersuchungen des MAPK-Weges in MEFs nach LPS-Stimulation
In Abschnitt 3.2.1 konnte gezeigt werden, dass sich die MEFs aufgrund des
reproduzierbaren Effektes der verminderten TNF-a-Ausschittung als

Modellzelle fir die Untersuchungen des MAPK-Weges eigneten.

Es wurden analog zur Voruntersuchung 10° Pld1**- sowie Pld17/--MEFs in
200 pL Kulturmedium mit 1 pg/ml LPS stimuliert (4 Ansatze je Gruppe). Nach
30-minitiger Inkubation wurde der Uberstand verworfen, die verbleibenden
Zellen lysiert und die Zellsignalproteine SAPK/JNK, p38 und ERK1/2 mittels
SDS-PAGE und Western Blot auf ihre Phosphorylierung untersucht. Die Lysate
pro Ansatz wurden gleichmaRig auf die Gele zur Untersuchung der

phosphorylierten sowie nicht-phosphorylierten Proteine aufgeteilt.

Abb. 3.10 zeigt reprasentative Ausschnitte der Western Blots. Es lasst sich
erkennen, dass es nach LPS-Stimulation in Pld1”-MEFs zu einer
Phosphorylierung von SAPK/JNK kommt, die sich jedoch von der

Kontrollgruppe nicht unterscheidet.

Die Untersuchungen zur Phosphorylierung von p38 zeigen, dass es weder in der

Pld17- noch in der Kontrollgruppe zu einer sichtbaren Veranderung kommit.

Hingegen konnte eine reduzierte Phosphorylierung von ERK1/2 in Pld17/--MEFs

nach Stimulation mit LPS im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden. [26]
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Abb. 3.10: Reprasentative Darstellung der Western Blots der Zellsignalproteine der MAP-
Kinase-Familie (SAPK/JNK, p38 und ERK1/2) sowie deren Phosphorylierung. Es wurden
10% PId1**- und Pld17-MEFs mit LPS stimuliert und 30 Minuten inkubiert. Nach der Zellyse
erfolgte die Durchfiihrung der Western-Blots mit den jeweiligen Antikorpern.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von PLD1 auf die LPS-induzierte Zytokinausschittung
Phagozyten, wie Monozyten bzw. deren gewebestandige Pendants, die
Makrophagen, sowie Dendritische Zellen, erkennen das in der Zellmembran der
gramnegativen Bakterien vorkommende Endotoxin LPS mithilfe des TLRA4.
Durch Aktivierung einer intrazellularen Signalkaskade fuhrt dies zur
Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL1, IL6, IL12 sowie
des Chemokins CXCL8. [27] Diese bilden die Grundlage einer primaren
Immunantwort und sind bei systemischer, unkontrollierter Infektion auch
mafgeblich an der Ausbildung einer Sepsis und eines septischen Schocks
beteiligt. Insbesondere TNF-a konnte als wichtiges Zytokin bei der Entstehung
der Sepsis identifiziert werden. [28, 29]

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass es in LPS-
stimulierten Monozyten von Pld17-Mausen zu einer reduzierten Ausschiittung
sowie Expression von TNF-a gegenuber ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern
kommt. [22] Oh und Kollegen konnten bereits 2014 einen Zusammenhang

zwischen PLD1 und LPS-induzierter TNF-a-Expression in vitro zeigen. [30]

Um den Effekt der PLD1-Defizienz auf die TNF-a-Sekretion zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit Versuche mit Induktion eines septischen
Krankheitsmodells durch intraperitoneale Injektion von LPS durchgefihrt. Es
wurden Mause mit PLD1-Genknockout sowie deren Wildtyp-Wurfgeschwister
verwendet. Der Effekt von PLD1 auf die Immunantwort wurde anhand der

Serumspiegel von TNF-a und IL6 zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass PLD1-Defizienz zu einer signifikanten Reduktion
des TNF-a-Serumspiegels fuhrt. Das Konzentrations-Peak, das ca.
1,5 Stunden nach LPS-Injektion erreicht wird, ist bis zu 45% reduziert. Neben
den TNF-a- sind auch die IL6-Spiegel im Serum der Mause reduziert. Der
statistisch signifikante Unterschied liegt hierbei zwischen 35% und 55% zu den

verschiedenen Messzeitpunkten.
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Die Ergebnisse zeigen, dass PLD1 einen modulierenden Einfluss auf die
Signaltransduktion bzw. die Sekretion von TNF-a des Immunsystems bei
Kontakt mit dem gramnegativen Endotoxin LPS hat, sodass es zu einer
reduzierten proinflammatorischen Zytokinantwort in PLD1-defizienten Tieren

kommit.

4.2 PLD1 verstarkt die TNF-a-Genexpression

PLD1 ist durch Bildung von second messengern an einer Vielzahl intrazellularer
Prozesse beteiligt, u.a. an Endo- sowie Exozytose, Organisation des

Zytoskeletts, Zellproliferation und Zellmigration. [23]

Die Arbeitsgruppe um Oh und Kollegen konnte in RAW 264.7 Zellen, einer
murinen Makrophagen-Zelllinie, einen Zusammenhang zwischen PLD1 und der
TNF-a-Expression zeigen. [30] In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte
dieser Effekt bestatigt werden. Die reduzierte Sekretion von TNF-a wird durch
eine Reduktion der Genexpression in LPS-stimulierten Pld717--Monozyten
vermittelt. [22]

Die Leber ist durch ihre Zellen des mononuklearen Phagozytensystems
(Kupffer-Sternzellen) an der Abwehr und Phagozytose von Pathogenen und
Zelltrammern beteiligt. Diese gewebsstandigen Immunzellen kdnnen neben der
Phagozytose auch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a sezernieren, um

eine primare Immunantwort zu initiieren. [31]

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in Organlysaten der Leber von
Pld17-Mausen nach intraperitonealer LPS-Applikation zu einer signifikanten

Reduktion der TNF-a-Genexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe kommt.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass PLD1, wie in vitro Experimenten

gezeigt [22, 30], auch in vivo modulierend auf die TNF-a-Expression wirkt.
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4.3 PLD1 beeinflusst den MAPK-ERK1/2-Signalweg

Die Bindung von LPS an den TLR4-Rezeptor von Monozyten und Makrophagen
fuhrt zur Genexpression und Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-
a und IL6. Es konnte gezeigt werden, dass hierbei neben dem NF-kB-
Signalweg dem MEK-ERK1/2-Signalweg eine Schlusselrolle zukommt. [32] [33]
Sethu und Kollegen konnten zeigen, dass der PLD1-Knockdown durch siRNA
zu einer reduzierten Phosphorylierung von ERK1/2 im TNF-a-Signaling fuhrt.
[34]

Um zu dberprifen, ob es auch im PLD1-Knockoutmodell nach
Immunstimulation mit LPS zu einer veranderten ERK1/2 Phosphorylierung
kommt, wurde ein Zellkulturmodell mit embryonalen Mausfibroblasten etabliert.
Hierbei wurden die Zellen mit LPS in vitro stimuliert. Die signifikante Reduktion
der TNF-a-Sekretion in Pld17-MEFs gegeniiber den Zellen der Kontrollgruppe

konnte auch hierbei gezeigt werden.

Die Untersuchungen demonstrieren, dass es in Pld1"-MEFs zu einer
verminderten Phosphorylierung des Signalproteins ERK1/2 im Vergleich zur
Kontrollgruppe kommt. Daher ist anzunehmen, dass PLD1 neben dem TNF-a-
Signaling auch die LPS-TLR4-MAPK-ERK1/2-Signalkaskade beeinflusst.

Letztlich kann mit den hier gezeigten Experimenten jedoch nicht geklart werden,
ob PLD1 direkt auf ERK1/2 und/oder bereits upstream auf die MAPK-

Signalkaskade wirkt. Hier werden weitere Versuchsreihen notwendig sein.

Die alternativen Endstrecken des MAPK-Weges, p38 und JNK/SAPK zeigen
keine veranderte Phosphorylierung im Vergleich zu den Kontrollen und

scheinen durch PLD1 nicht beeinflusst zu werden.
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4.4 Wirkung von FIPI auf PLD1 und die TNF-a-Sekretion

Park et al. konnten im PLD2-Modell zeigen, dass neben der intrinsischen
Lipase-Aktivitat die PLD2 selbst auch Einfluss auf die Steuerung der
Zellprozesse uber die direkte Interaktion mit zellularen Proteinen nehmen kann.
[33]

Um die Wirkungsweise von PLD1 auf die TLR4-MEK-ERK-TNF-a zu
untersuchen, wurde ein Experiment mit Pld7**-MEFs durchgefiihrt, die mit FIPI

vor LPS-Stimulation vorbehandelt wurden.

Stegner et al. konnten zeigen, dass der PLD-Inhibitor FIPI die enzymatische
Aktivitat von PLD1 in Thrombozyten inhibiert. [25]

In der vorliegenden Arbeit bleibt ein Effekt von FIPI auf die TNF-a-Ausschuttung
nach Stimulation mit LPS aus. Dies legt die Vermutung nahe, dass PLD1 auf die
oben genannte Signalachse mittels einer direkten Proteininteraktion wirkt

und diese unabhangig von der enzymatische Aktivitat von PLD1 ist.

Da FIPlI neben PLD1- auch die PLD2-Enzymaktivitat hemmt, wurde ein
Kontrollexperiment mit Pld1-MEFs durchgeflihrt, um etwaige off-target-Effekte
auszuschliel’en. Es konnte gezeigt werden, dass die PLD1-defizienten Zellen
unabhangig von der Inkubation mit FIPI eine signifikante Reduktion der TNF-a-
Ausschuttung zeigen und ein Einfluss von PLD2 auf die Regulation von TNF-a

somit nicht nachgewiesen werden konnte.

4.5 Outcome im septischen Schock bei PLD1-Defizienz

Nach unkontrollierter lokaler Infektion kann es durch Ausbreitung des
Pathogens und resultierender dysregulierter Immunantwort zur Ausbildung
einer Sepsis bzw. eines septischen Schocks kommen. Hohe TNF-a-Spiegel im
Serum fuhren zur generalisierten Aktivierung des Gefalkendothels. Bei lokal
begrenzter Infektion flUhrt dies zur Verlangsamung des Blutflusses, Adhasion
und Diapedese von Immunzellen wie neutrophile Granulozyten. Bei
systemischer Aktivierung jedoch fordert dies die Ausbildung von peripherer

Vasodilatation, Hypovolamie durch das sogenannte capillary leak und
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Hypotension mit konsekutiver Minderperfusion in der Endstrombahn. Hierbei
korreliert die Menge des freigesetzten TNF-a mit dem Schweregrad der Sepsis.
[19]

Pfeffer et al. konnten zeigen, dass fehlende TNF-a-Signaltransduktion durch
Gen-Knockout des TNFR1-Rezeptors die Letalitat im LPS-Sepsismodell
verhindert. [36] DarUber hinaus fuhrt eine Antagonisierung des TNF-a durch
I6sliche Antikoérper zu einer ausbleibenden Letalitat nach LPS-Applikation. [37]
Des Weiteren fihrt reduziertes TNF-a-Shedding, wie Mcllwain/Lang und
Kollegen durch Knockout von iRHOMZ2, einem Regulator des TNF-a Converting
Enzyms (TACE), zeigen konnten, durch reduzierte TNF-a-Serumspiegel zu

einem signifkant verbesserter Outcome im LPS-Sepsismodell. [38]

Um den Outcome bei verminderten TNF-a-Serumspiegel durch PLD1-Defizienz
im septischen Schock zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
Sepsismodelle der Maus durchgefuhrt. Der Effekt des PLD1-Genknockouts auf
die TNF-a-Sekretion konnte in beiden Modellen durch die TNF-a-Messung im

Serum bestatigt werden.

Bei dem ersten Modell handelte es sich um ein hepatotoxisches Sepsismodell
der Maus mit intraperitonealer Applikation von D-Galaktosamin (D-Gal) als
Lebersensitizer sowie intravenésem LPS. D-Gal ist ein kunstlicher
Aminozucker, der die Sensitivitat der Hepatozyten in Mausen gegenuber
Endotoxinen wie LPS um ein Vielfaches erhdht und damit zu einem Anstieg der
die LPS-assoziierten Letalitat fihrt. [39]

Die Uberlebenskurven zeigen lediglich einen Trend in Richtung eines
verbesserten Outcomes der PLD1-defizienten Gruppe, jedoch ohne statistische
Signifikanz. Dies kann in der Tatsache begrindet sein, dass bereits geringe
TNF-a-Konzentrationen in Kombination mit D-Galaktosamin einen letalen
Ausgang herbeifuhren, sodass die um 50% reduzierte TNF-a-Ausschuttung bei

PLD1-Defizienz nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Daher etablierten wir ein zweites Sepsismodell, bei dem die Tiere alleinig
hochdosiertes LPS intraperitoneal erhielten. Hier zeigte sich ein signifikant
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verbesserter Outcome bei Pld17-Tieren. Nach 40 Stunden lebten noch 50% der
Pld1/-Tiere, bei den Pld1**-Tieren starben alle Versuchstiere innerhalb des

untersuchten Zeitraumes.

Dies legt den Schluss nahe, dass PLD1 uber eine starkere Sekretion von TNF-a

zu einem reduzierten Gesamtuberleben im LPS-induzierten septischen Schock
fuhrt.

4.6 PLD1 und die disseminierte intravasale Verbrauchskoagulopathie

Der sogenannte Zytokinsturm in der Sepsis kann zu einer Uberschiel3enden
Aktivierung der Hamostase im Sinne einer disseminierten intravasalen
Verbrauchskoagulopathie flihren. Hierbei spielt die Ausschittung u.a. von
TNF-a und dessen Wirkung auf das Endothel und angelockte Monozyten eine
zentrale Rolle. In der Folge kommt es in diesen Zellen zur Expression von TF.
Die Komplexbildung von TF mit Gerinnungsfaktor VII fuhrt zur Aktivierung der
Gerinnungskaskade und Bildung von Thrombin. [15, 16]

Es kommt im weiteren Verlauf Uber Aktivierung der Thrombozyten sowie
Bildung von Fibrinpolymere zu Mikrothromben in der GefalRperipherie, die durch
die resultierende Mikrozirkulationsstérung Grundlage fur das Sepsis-induzierte

Multiorganversagen darstellen. [16]

Um zu Uberprifen, ob die reduzierten TNF-a-Spiegel durch PLD1-Genknockout
in der Sepsis zu einem reduzierten Verbrauch von Thrombozyten flhren,
wurden die Thrombozyten im LPS-Sepsismodell der Maus im Verlauf

gemessen.

Es kam in beiden Versuchsgruppen zu einem signifikanten Verbrauch von
Thrombozyten nach Induktion des septischen Schocks. Darlber hinaus konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen der Experimental- und der
Kontrollgruppe 5 sowie 24 Stunden nach Induktion der Sepsis gezeigt werden.
Es ist denkbar, dass der reduzierte Verbrauch mit verminderter
Mirkozirkulationsstorung sowie Organischamie einer der Grinde fir den

verbesserten Outcome im Sepismodell bei den Pld17-Tieren darstellt.
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4.7 Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass PLD1 eine bedeutende Rolle in der
Inflammation und Sepsis zukommt. PLD1-defiziente Mause zeigen im
septischen Schock, ausgeldst durch das gramnegative Endotoxin LPS, einen
signifikanten  Uberlebensvorteil gegenitiber ihren  wildtypischen  Wurf-

geschwistern.

Der Vorteil ware durch die hier gezeigte signifikante Reduktion des sezernierten
TNF-a sowie die reduzierten IL6-Serumspiegel zu erklaren. Es konnte gezeigt

werden, dass PLD1 die Genexpression von TNF-a moduliert.

Die Arbeit zeigt, dass PLD1 den LPS-TLR4-MAPK-ERK1/2-Signalweg
beeinflusst. Ob sich die PLD1-Defizienz direkt auf das ERK1/2-Protein oder
bereits upstream auswirkt, kann in dieser Arbeit nicht geklart werden. Die
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass PLD1 uber einen Lipase-

unabhangigen Mechanismus wirkt.

Die disseminierte intravasale Verbrauchskoagulopathie ist in PLD1-defizienten
Tieren reduziert, was zum einen in den Vorarbeiten gezeigten Integrin
aibBs-Aktivierungsdefekt, aber auch durch die hier gezeigten reduzierten
proinflammatorischen Zytokinspiegel begrindet sein kann. Die daraus
resultierende gestdrte Thrombusbildung und verbesserte Mikrozirkulation in der
Gefalperipherie kdonnte Grundlage des verbesserten Gesamtlberlebens im

Sepsismodell sein.

Die in dieser Arbeit gezeigten septischen Schockmodelle sind im Hinblick auf
eine klinische Nutzbarkeit kritisch zu hinterfragen, da zum einen eine durch
gramnegative Keime ausgeloste Sepsis nicht zu einem einmaligen, wie in
dieser Arbeit simuliert, sondern kontinuierlichen Stimulus der Immunantwort
fuhrt. DarUber hinaus ist unklar inwieweit die reduzierten TNF-o- und IL6-
Spiegel auch eine Abwehr der eindringenden vitalen Bakterien verhindern. Dies

muss in weiteren Experimenten geklart werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass PLD1 aufgrund der reduzierten
inflammatorischen Antwort auch in vielen anderen Bereichen der Medizin ein

therapeutischer Ansatz darstellen konnte. Hier wurden insbesondere chronisch-
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entzindliche Systemerkrankungen wie u.a. rheumatoide Arthritis, Morbus
Crohn oder Colitis ulcerosa in Frage kommen, bei denen bereits im klinischen

Alltag Infliximab, ein TNF-a-Antikdrper, zum Einsatz kommt.
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