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2 Abbkirzungen

Sofern im Text nicht direkt genannt oder eindeutig bekannt, sind folgende Abkiirzungen

verwandt worden, Aufzéhlung gemél erscheinen:

AIDS - Acquired Immune Deficiency
Syndrome

SIRS - systemic inflammatory response
syndrome

TNM — Tumor, Nodes (Lymphknoten),
Metastasen (internationales
Tumorklassifikationssystem

PIRO - P steht fiir Pradisposition, I fiir die Art
und Ausdehnung des priméren Insults, also im
Fall der Sepsis der priméren Infektion, R fiir
Art und Ausmal} der Wirtsantwort (host
response) und O fiir das Ausmal} entstehender
Organdysfunktion — Schema zur
Stratifizierung der Sepsispatienten

TNF — Tumor Nekrose Faktor

FAS — Fibroblasten-assoziiert

FAS-L — FAS-Ligand

Mo - Makrophagen

Ty - T-Helfer-Zellen

NK — natiirliche Killerzellen

CD — Cluster of differentiation -
immunphénotypische Oberflichenmerkmale
von Zellen

FiO, — Fraktion der inspiratorischen
Sauerstoftkonzentration

PEEP — positive end-expiratory pressure

PaO, — arterieller Sauerstoffpartialdruck

pH - pondus Hydrogenii

GOT - Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(neuer - Aspartat-Aminotransferase - AST,
ASAT)

HCO; - Hydrogencarbonat

FACS - fluorescence activated cell sorting

PS" - Phosphatidylserin positiv

SSC - Sidewards Scatter, Seitwirtsstreulicht

FSC - Forward Scatter, Vorwartsstreulicht

FITC - Fluorescein-Isothiocyanate

FL1-3 — Fluoreszenslicht 1-3

PerCP - Peridinin Chlorophyll-a Protein

PE - Phycoerythrin

PBS - phosphate buffered saline

BCL 2 - B-cell lymphoma 2

LFU — , linear fluorescence unit*, lineare
Fluoreszenzeinheit

MFI — mittlere Fluoreszensintensitit




3 Einleitung

Die Sepsis wird in der Intensivmedizin immer bedeutender, doch ist das Verstindnis der
Pathomechanismen nur bruchstiickhaft. Der Verlust der Inmunkompetenz ist bereits friih (4)
beschrieben worden, doch sind die Griinde und Wege dorthin bisher nicht ganz geklart. Hier

mochte die vorliegende Arbeit fiir einen Teilbereich ein wenig Klarheit schaffen.

3.1 Sepsis

3.1.1 Epidemiologie

Sepsis ist eine der Haupttodesursachen bei Intensivpatienten und stellt damit ein grofes
ungelostes Problem der operativen Intensivmedizin dar. Trotz vieler Weiterentwicklungen auf
dem Gebiet der Intensivmedizin, beispielsweise im Rahmen der spezifischeren
Antibiotikatherapie, verbessertem Beamtmungsmanagement, verbessertes Kreislaufmonitoring
und vieles mehr, hat sich die Letalitdt der Sepsis (20-80%) in den letzten Jahren nicht wesentlich
gedndert (3;9). Nach einer epidemiologischen Studie zur Haufigkeit der Sepsis traten in den USA
im Jahr 1995 insgesamt 751.000 Félle schwerer Sepsis auf deren Mortalitét durchschnittlich bei
28,6% (ca. 215.000 Todesfille/Jahr) lag (2). Fiir Deutschland existieren bisher keine genauen
epidemiologischen Daten. Die deutsche Sepsis Gesellschaft nimmt 160.000 Erkrankungsfille
jéhrlich an, hiervon miissen 63.000 schwere Fille auf Intensivstationen behandelt werden. Die
durch Sepsis verursachten Behandlungskosten in Deutschland sind enorm und erreichen
durchschnittliche Fallkosten von ca. 24.000 €, was einer jéhrlichen Belastung fiir das
Gesundheitssystem von 1 bis 2,2 Milliarden € entspricht (36). Diese Kosten machen damit 19-
42% der Gesamtkosten der Intensivmedizin in Deutschland aus. Legt man die in den USA
erhobenen und fiir Deutschland geschétzten Zahlen der Inzidenz der Sepsis mit 150-300 Fallen
pro 100.000 Einwohner zugrunde, fillt auf, dass die Sepsisinzidenz in der gleichen
GroBenordnung oder deutlich hoher liegt als beispielsweise die Inzidenz von AIDS (17/100.000),
von Brustkrebs (112/100.000), von Kolon- und Rektumkarzinom (48/100.000) oder von der
Herzinsuffizienz (196/100.000)(12).

Dabei steigt die Inzidenz der Sepsis jahrlich um ca. 1,5% an (2). Sepsis ist auf der Liste der
Todesursachen unter den zehn hiufigsten (nach Angaben des National Center for Health

Statistics) und ist damit in seiner Bedeutung fiir die Gesellschaft dem Myokardinfarkt nur wenig



unterlegen, die 6ffentliche und fachoffentliche Wahrnehmung der Sepsis ist jedoch

vergleichsweise gering.

3.1.2 Definitionen der Sepsis

Das Krankheitsbild der Sepsis ist eine Umschreibung verschiedener Krankheitsverldufe
gekennzeichnet durch eine Infektion und Multiorganversagen. Die Multikausalitdt des
Krankheitsbildes erschwert eine eindeutige Zuordnung. Im Rahmen der Konsensus-Konferenz
1991 ist eine klare Definition verfligbar geworden(8), welche 2001 aktualisiert wurde (32),
danach unterscheidet man dabei das systemische inflammatorische Syndrom (systemic
inflammatory response syndrom, SIRS) von der schweren Sepsis. In der schweren Sepsis liegt
definitionsgemil} ein SIRS mit bakteriellem Erregernachweis (oder Verdacht) und Dysfunktion
mindestens zweier Organsysteme vor. Kommt es dabei zu einem Kreislaufversagen, spricht man
von einem septischen Schock (8). Im klinischen Alltag sind die genannten Kriterien nicht
unbedingt hilfreich. So haben in den letzten Jahren neuere Erkenntnisse iiber die
Pathophysiologie der Sepsis dazu beigetragen, dem phasenhaften Verlauf der Inflammation mit
einer iiberschieBenden, aber auch paralysierten Immunantwort Rechnung zu tragen und derzeit
wird an einer Weiterentwicklung der Konsensuskriterien und Definitionen der Sepsis gearbeitet
(7). Fiir die Zukunft stellt dabei, ein der TNM-Klassifikation dhnliches, den stadienhaften Verlauf
der Sepsis besser beriicksichtigendes Modell — das sogenannte PIRO-Modell — einen
vielversprechenden Ansatz dar (32). Die Buchstaben von PIRO stehen hierbei fiir

,predisposition®, ,.insult* oder ,,infection®, ,,response‘ und ,,organ dysfunction®.

3.1.3 Immunpathogenese

Unter normalen Umstdnden reguliert der Korper die Entziindungsantwort durch Produktion pro-
und antiinflamatorischer Mediatoren in einem ausgeglichenen MaB. In der Sepsis kommt es
jedoch zum Versagen der korpereigenen Regulationskapazitit (,,host defense failure*). Hierbei
besteht eine Wechselbeziehung der Inflammationskaskade mit der Aktivierung des
Gerinnungssystems (11). Hinzu kommt die erhdhte GefaBpermeabilitdt (50), diese fiihrt dann
vergesellschaftet mit einer Vasodilatation zu einer lebensbedrohlichen Hypotension. Schwere

Sepsis ist definiert durch die Dysfunktion mindestens zweier grofler Organsysteme oder einer



unerklérlichen metabolischen Azidose (22). Die hierbei freigesetzten Aktivatoren verstirken die
Inflammation zusétzlich. So kommt es zu einer iiberschieSenden antiinflammatorischen
Immunantwort, als Folge einer unkontrollierten systemischen Entziindungsreaktion (40). In
frithem sowie fortgeschrittenem Stadium kann diese fulminante antiinflammatorische
Gegenregulation zu einer Immunsupression mit ungeniigender Infektabwehr, Gewebsschidigung,
Multiorganversagen und letztlich zum Tod des Patienten fiihren (16).

Im Zusammenhang mit der Immunologie der Sepsis riickt in jiingster Zeit der programmierte
Zelltod (Apoptose) von Leukozyten in das Zentrum des Interesses. In Tiermodellen wurde
entdeckt, dass Sepsis die Apoptose von Zellen des Immunsystems induziert (4;16).
Untersuchungen in jiingster Zeit zeigen, dass dies auch fiir den Menschen zutrifft (18). Danach
aktivieren Leukozyten wéhrend der Sepsis in gesteigertem Male ein ,,Selbstmordprogramm®, an
dem sie zugrunde gehen. Die Tatsachen, dass Hemmung der Apoptose im Mausmodell das
Uberleben einer Sepsis drastisch verbessert (20), legt den Schluss nahe, dass Apoptose in die
Immunopathogenese der Sepsis involviert ist. Obwohl bislang beim Menschen keine
umfassenden Untersuchungen hinsichtlich der Apoptose von Lymphozyten bei der Sepsis
vorliegen, wird iiber mogliche neue Ansétze der immunmodulatorischen Therapie spekuliert

(14;16;21;39).

3.2 Apoptose

Der Begriff “Apoptose” wurde 1972 von Kerr et al. fiir eine Art des programmierten Zelltodes
mit bestimmten Charakteristika eingefiihrt (24). Im Rahmen des hier beobachteten Zelltodes
kommt es nicht zu einem Anschwellen der Zelle und Zerstérung der Zellorganellen, vielmehr
kommt es zu einer Kern-Pyknose und einer Verringerung des Zellvolumens. An der Zellmembran
ist ein Abschniirung membranumschlossener Vesikel — die so genannte Zeiose (31) — zu
beobachten. Des weiteren schniiren sich apoptotische Korperchen von den betroffenen Zellen ab
und bilden die so bezeichneten apoptotischen Korperchen — apoptotic bodies. Dieser
Zelluntergang ist selektiv, betrifft im Gegensatz zur Nekrose, nur einzelne Zellen eines Gewebes
und ist ein kontrollierter Vorgang. Der programmierte Zelltod ist damit unter anderem eine
Moglichkeit des Korpers Wachstumsvorgénge, beispielsweise im Rahmen der pranatalen
Gehirnentwicklung, zu steuern. Téglich bildet der menschliche Organismus ca. 60 x 10° Zellen

neu, werden im Rahmen der Entwicklung bestimmten Zellen nicht mehr benétigt, ist der
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programmierte Zelltod eine Moglichkeit diese zielgenau zu entfernen. Pro Tag werden ca. 100

Verletzung

Chemisch @
Physikalisch Y

Antikorper [TNFz:| [Granzyme| [FasL |
Komplement l
Zellmembran Schaden Kein Zellmembran Schaden

l 1
Vo
Nekrose .. ! Apopotose
l /ﬁ_\*\r‘ @

Inflammation

Abbildung 1: Verletzungsbedingter Weg zur Nekrose oder Apoptose (modifiziert nach (41))
Zellen konnen auf zwei Arten sterben: Entweder es entstehen Membranschidden im Rahmen der
Nekrose via chemischer, physikalischer Noxen oder iiber Antikorper und Komplement. Oder es wird
Apoptose induziert {iber 16slichen oder membrangebunden TNF-a oder Fas-Ligand (Fas-L)
produziert von Makrophagen (Mo), zytotoxische T-Zellen (CD8"), oder T-Helfer-Zellen (Ty).
Ebenfalls konnen zytotoxische T-Zellen und natiirliche Killerzellen (NK) Apoptose in den
Zellenzellen liber Granzyme induzieren.

Millionen neutrophile Granulozyten via Apoptose eliminiert (28). Vor allem im Rahmen der

Reifung in den priméren und sekundidren Lymphorganen gehen viele Zellen wieder zugrunde.

In der Zelle existieren praformierte Signalaufnehmer und Signaltransduktionswege, die den
Prozess der Apoptose vermitteln konnen. Auf der Zelloberfldche liegen bei vielen Zelltypen
Apoptoserezeptoren vor, zu denen der Fas-Rezeptor, der TNF-Rezeptor o und andere Rezeptoren
gehoren. Zu diesen gehoren eine intrazelluldre sogenannte ,,Todesdoméne®, welche den
Signaltransduktionsweg innerhalb der Zelle weiterleitet. Im Zuge der Aktivierung dieser Doméne

wird das Signal auf Cystein-Aspartat-Proteasen, die Kaspasen, iibertragen, welche ihrerseits
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wiederum andere Prokaspasen durch Spaltung in den aktiven Zustand {iberfiithren. SchlieBlich
werden Effektorkaspasen, insbesondere Kaspase 3, aktiviert, die struktur- und funktionsrelevante
Biomolekiile spalten und somit inaktivieren um so den Zelltod herbeizufiihren(39). Als
Verstéirker und Alternativweg der Apoptose ist das Mitochondrium involviert. Dabei gelangt
Cytochrom C aus dem Mitochondrium in das Zytosol und fiihrt dort im Zusammenwirken mit
anderen Faktoren zu einer Aktivierung von Kaspasen(43).

Die Vorginge der Apoptose markieren die Zelle aulerdem mit bestimmten Membranmolekiilen
(z.B. Phosphatidylserin) fiir Makrophagen. Dies geschieht folgendermafen: Nach nicht
vollstdndig geklarten Vorgingen werden in der frithen Apoptose (siche Abbildung 2)
Phosphatidylserinmolekiile externalisiert. Jene Molekiile sind in der gesunden Zelle nur an der
Membraninnenseite expremiert. Wird eine Zelle jedoch beispielsweise im Rahmen von akutem
Sauerstoffmangel nekrotisch, wird die Membranintegritét gestort und es bilden sich Locher. So
konnen messtechnisch apoptotische von nekrotischen Zellen, wie weiter unten beschrieben,

unterschieden werden.

Makrophage Fhosphatidylserin-

Abbildung 1: Markierung apoptotischer Zellen zur Phagozytose. In der frithen Phase der
Apoptose werden in der gesunden Zelle innen exprimierte Phosphatidylserinmolekiile
externalisert. So konnen Makrophagen apoptotische Zellen phagozytieren, da diese mit einem
Rezeptor fiir Phosphatidylserinmolekiile ausgestattet sind (modifiziert nach (52)).
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3.2.1 Apoptose in der Sepsis

Es gibt bereits mehrfache Hinweise, dass Apoptose in peripheren Lymphozyten zur
Deaktivierung der Immunfunktion fiihrt((29) (49)) und damit zu einer geringeren Uberlebensrate.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen.

3.3 Fragestellung

1. Tritt in der schweren Sepsis eine vermehrte Apoptoserate bei peripheren Blut-Leukozyten
auf?

2. Lassen sich Unterschiede der Apoptose in Subpopulationen dieser Zellen darstellen?

3. Welche Signaltransduktionswege sind wihrend der Apoptose in Leukozyten bei Patienten

in der schweren Sepsis herauf- bzw. herunterreguliert?



13

4 Methodik

4.1 Einschlusskriterien fiir Patienten

Die Untersuchungen wurden den Grundlagen der revidierten Deklaration von Helsinki des
Weltdrztebundes (2000) entsprechend durchgefiihrt.
Die Studie wurde von der Ethik Kommission der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms Universitit

gepriift und genehmigt.

In die Studie wurden 16 Patienten mit septischem Krankheitsbild und 10 Patienten der
Intensivstation ohne das Krankheitsbild der systemischen Inflamation eingeschlossen, alle
Patienten oder ihre Angehorigen willigten in die Untersuchung ein. Es handelte sich bei den
Patienten um Félle aus unterschiedlichen chirurgischen Fachgebieten und verschiedener
Krankheitsgenese. Die in die Studie eingeschlossenen septischen Patienten erfiillten alle die
Kriterien der schweren Sepsis nach der Konsensus-Konferenz von 1991 (American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference, 1991)(8;32). Sie
zeigten mindestens 2 der folgenden Symptome, sofern sie keine andere Ursache als die der Sepsis
hatten:

- Infektion

- Hypothermie < 36°C oder Hyperthermie > 38°C

- Herzfrequenz > 90/min

- Atemfrequenz > 20/min oder CO, Partialdruck <32 mmHg

- Leukopenie <4000/ul oder Leukozytose > 12000/ul oder mehr als 10% unreife Zellen
Die Patienten erfiillten zusétzlich die Kriterien der schweren Sepsis, sie litten an Dysfunktionen
von mindestens 2 Organsystemen, die sich wie folgt manifestieren:

- Renales System: Kreatinin > 2 mg/dl

- Hepatobilidres System: Bilirubin > 2 mg/dl

- Kardiovaskuldres System: Katecholaminpflichtigkeit

- Pulmonales System: pa0,/FiO, < 300 (Definition des ,,acute lung injury*)
Auschlusskriterien: Alter < 18 Jahre, maligne Grunderkrankung, Schwangerschaft, fehlendes
Einverstdndnis.

Die Kontrollgruppe bestand aus 11 gesunden Probanden.
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4.2 Klinische Datenerhebung

Nach steriler Blutentnahme am Tag der Diagnosestellung wurden die Proben innerhalb von 30
Minuten weiterverarbeitet, hier wurden die Proben nach Alliquotierung wiahrenddessen stets auf
Eis gelagert. Nicht benétigtes Material wurde bei -80°C eingefroren.

Folgende Vitalparameter wurden parallel zur Probenentnahme protokolliert, woraus im
Anschluss die Scores (siehe 5.1) errechnet werden konnten:

Alter, Gewicht, Anzahl und Art der Operation(en), Sepsisdiagnose(n), Glascow Coma Scale,
Liange des stationdren Aufenthaltes, Beatmungstage, PEEP, FiO,, Katecholaminkonzentrationen,
systolischer Blutdruck, mittlerer arterieller Blutdruck, Herzfrequenz, Atemfrequenz, Temperatur,
pH-Wert, PaO,, HCOs;, Natrium, Kalium, Kreatinin, Harnstoff, Blutzucker, Harnmenge,
Nierenersatzverfahren, Gesamtbillirubin, GOT, Thrombozytenzahl, Himoglobin, Himatokrit,
Leukozytenzahl, neutrophile Leukozyten, segmentierte Leukozyten, basophile Leukozyten,

eosinophile Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten, Interleukin-6, Procalcitonin.

Der Apapche II — Score (27) setzt sich aus den Bereichen physiologischer Status (bestehend aus
Temperatur, Mitteldruck, Herzfrequenz, Oxygenierung, pH, Natrium, Kalium, Kreatinin,
Hiamatokrit, Leukozyten und Glascow-Coma-Scale) den Alters Punkten und dem
Gesundheitsstatus (operiert, nicht opertiert und Notfall-OP) zusammen. In die Berechnung des
SAPS II-Score (10) flieBen folgende Werte ein: Aufnahmestatus, Chronische Leiden, Glasgow
Coma Scale, Alter des Patienten, Syst. Blutdruck, Herzfrequenz, Korpertemperatur, nur bei
masch. Beatmung: PaO,/Fi0,, Ausfuhr Urin, Harnstoff im Serum, Leukozyten, Kalium, Natrium,
Bicarbonat, Bilirubin. Aus diesen Werten wird bei verschiedener Gewichtung ein Punktwert
erstellt. Der SOFA-Score (10;37;37) setzt sich PaO,/FiO, mit oder ohne Beatmung, Kreatinin und
Ausfuhrmenge, Bilirubin, Blutdruck und Katecholominmenge, Thrombozyten und der Glascow

Coma Scale zusammen.

4.3 Gerdte/Chemikalien

4.3.1 Gerate:

Laborfuge 400 R mit Ausschwingrotor (Heraeus, Hanau, Deutschland)
10/100/1000 pl Eppendorf Pippetierhilfen (Hamburg, Deutschland)
Sarstedt Monovetten® EDTA (Niimbrecht, Deutschland)
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Absaugvorrichtung

FACSCalibur (E 2094) nebst PowerMac G3 und HP DeskJet 1600CM (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland)

Falcon-Rdhrchen (12x75 mm) von Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
ELISA-Reader (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)

4.3.2 Chemikalien:

PharMLyse™ (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Perm/Wash™ Buffer (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Hepes/Ca” -Annexin-Bintry-Puffer (2,5mM CaCl,, 140mM NaCl, 10mM Hepes von Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Quantibrite™ PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Cell-Death-Detection Kit (Roche, Mannheim, Deutschland)

Folgende Antikorper gegen menschliche Antigene:

Annexin V (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
VIA-Probe (7-AAD) (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
CD 14 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 3 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 4 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 8 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 19 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Caspase-3 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
Isotype-Control Maus-IgG; (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
BCL-2 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 95 PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 4 PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 8 PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
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CD 19 PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
CD 14 PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
CD 4/8/3 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

CD 66b FITC (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
CD 3 FITC (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
Fas-L — CD178 PE von (EuroClone, Wetherby, U.K.)

Trail PE von (EuroClone, Wetherby, U.K.)

4.4 Durchflusszytometrie

4.4.1 Einfuhrung

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

Die Durchfluss-/Flowzytometrie ist ein mittlerweile etabliertes Verfahren, Zellen nach ihren
Eigenschaften zu sortieren. ,,Fluorescence activated cell sorting™ (FACS) misst die Fluoreszenz
von einzelnen Zellen(23), welche zuvor durch spezifische oder unspezifische

fluoreszenzmarkierte Antikorper erzeugt worden sind.

Probe Mantelflussigkeit

»

* <« FlieBkammer

.~ Fokussierung
!
~— Laser

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Messbreiches, die Mantelfliissigkeit umgibt
die Probenfliissigkeit in der Form, dass eine Hintereinanderreihung der zu untersuchenden
Zellen erreicht wird.
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Die markierten Zellen werden mittels Uberdruck im Probenrdhrchen iiber ein Schlauchsystem in
den Messungsbereich des Gerétes tliberfiihrt. Die Probenfliissigkeit wird dabei von einer
Mantelfliissigkeit (s. Abb.3) umgeben.

Dieses Fliissigkeitsgemisch wird durch eine Diise (Nozzel & 70 um) gepresst, wodurch eine
Beschleunigung des Zellflusses, ferner eine Auftrennung kleiner Zellaggregate und eine
Hintereinanderreihung der Zellen erreicht wird. Dieser Vorgang wird als hydrodynamische
Fokussierung bezeichnet.

In der Messkammer werden die Zellen durch monochromatisches Laserlicht eines luftgekiihlten

Argonionenlasers (488 nm) angeregt (s. Abb.4), das Streulicht wird durch eine Photodiode und

F FL1
FMT
_ (FITC)

&
1 -
"y

=, Lichtspalter

80" Streuungs- . weifarhiner Spiegel

Detektor rweifarbiger
Spiegel Wi ds-
Streulicht
& ,\/ Detektor
i I I i\I I
FL2 FL 3
FT PWT Felle
(PE, RPE, FI) (Cy-Chrome, PerCPR, Pl ,488 nrm
Argan

Laser

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des Strahlenganges im Durchflusszytometer, mit der
Registrierung des Fluoreszenlichtes ist es moglich verschiedene Eigenschaften der
Probenzellen zu untersuchen. Durch Kombination der Antikorper konnen die Fluoreszenz-
und zwei Streueigenschaften gleichzeitig gemessen werden.

vier Photomultiplier registriert (38).
Entlang der Achse des auf die Zelle treffenden Lichtes (sog. ,,Forward light scatter* - FCS)

erfolgt die Lichtbeugung, die der Zelloberfliche und somit ihrer relativen Gréf8e proportional ist.
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Gemessen im 90° Winkel zum eintreffenden Licht (sog. ,,Sideward light scatter* - SSC) erfolgt
eine Lichtberechung und —reflektion, die der relativen Zellgranularitét entspricht. Aulerdem wird
das emittierte Fluoreszenzlicht in drei Messbereichen (entsprechend den Farben gelbgriin, orange
und rot) gemessen. In der Abbildung 4 ist illustriert, dal FL1 die gelbgriinen (Fluorescein-
Isothiocyanate - FITC) Farben, FL2 die orangen (Phycoerythrin-PE) Farben und FL3 die roten
(Peridinin Chlorophyll-a Protein - PerCP) Farben mif3t.

Acquisition Dot Plot

1000

aan
|

Side Scatter
Gon
1

401
|

200
|

1.' -
A
o

ﬁ:" .:._-_ . B

LA [ R L (LR R (LR R LI L L |

200 400 GIoo 200 1000
Forward Scatter

1]

v DL B

Abbildung 4: Dot Plot: Abzisse - Forward und Ordinate - Side Scatter, R1 umschreibt die
Lymphozytenpopulation, Auftrennung der Zellen nach GroBe und Granularitit ermoglicht die
Darstellung eines Differentialblutbildes

Die Messwerte werden digitalisiert und einem von 1024 Messkanélen zugeordnet. In der
Abbildung 5 wird illustriert, wie sich die mononukleédren Zellen im sog. ,,Dot Plot* darstellen.
Hier ist rel. Grof3e (Forward Scatter) zur Granularitit (Side Scatter) aufgetragen. Mit den
Boole’schen Logikkriterien konnen hier Zellen ausgeschlossen werden. So kdnnen mit Hilfe von
Filterkriterien Aussagen iiber Subpopulationen getroffen werden, welche in Bezug auf die o.g.
Kriterien gewisse Voraussetzungen erfiillen. Beispielsweise konnen Leukozytenpopulationen
rechnerisch selektioniert werden. In der vorliegenden Arbeit werden T-Zell-Populationen, B-

Zellen, Monozyten und Granulozyten durch Farbung von Oberflichenantigenen markiert. Die
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Membranantigene von Leukozyten werden nach der CD-Nomenklatur (Cluster of differentation)

benannt.

Tabelle 1: Oberflichenantigene von Leukozytenpopulationen

CDh3 T-Zellen

CDh4 T-Helfer-Zellen

CD 8 Zytotoxische T-Zellen
CD 19 B-Zellen

CD 14 Monocyten, Makrophagen
CD 66b Granulozyten

Die CD-Antikdrper-Klassifikation unterliegt einer stetigen Uberarbeitung durch den Workshop of

Human Leukocyte Antigens.

4.4.2 Analysenablauf

Alle Untersuchungen wurden an Vollblut vorgenommen, welches mittels EDTA Zusatz
antikoaguliert wurde. Die Verarbeitung des Blutes wird innerhalb von 30 Minuten nach
Entnahme vom Patienten/Probanden begonnen.

Die Versuchsdurchfiihrung untergliederte sich wie folgt:

1. Phospahtidylserinfirbung (Annexin-V Farbung) — hierbei wurden die Zellen nativ untersucht.
2. Firbung membranstindiger Proteine — hierzu wurden die Zellen fixiert.

3. Férbung intrazelluldrer Proteine — hier mufiten die Zellen fixiert und permeabilisiert werden.

4.4.2.1 Phosphatidylserinfarbung

Die Zellen wurden mit Annexin-V (FITC) gefarbt(25).

100 pl Vollblut wurden in Falcon-Réhrchen gegeben, dann wurden die Erythrozyten mittels
PharmLyse lysiert, jeweils 1,5 ml. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten und Zentrifugation
von 4 Minuten bei 4°C und 200 G wurde die Losung bis auf das verbleibende Pellet abgesaugt
und anschlieBend mit 2 ml Hepes/Ca” -Puffer gewaschen. Nach griindlichem Absaugen wurden
10 pl 7-AAD, sowie 2,5 pl Annexin und 7,5 pl Hepes/Ca®" auf die Proben gegeben. Fiinf
verschiedene Typisierungen erfolgten mit PE-Farbstoff, nach kurzem Aufschiitteln und 10

Minuten Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur erfolgte nochmals ein Waschschritt mit 1
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ml Hepes/Ca”"-Puffer. Zum Schluss wurden die Zellen in 250 pl Hepes/Ca® -Puffer zwecks
Messung resuspendiert.

Die Messung mit dem FACSCalibur erfolgte nach weniger als 30 miniitiger Lagerung auf Eis.
Die Instrumenten-Einstellungen, welche die Detektion der Signale durch die Photomultiplier in
Form der Spannung und Kompensation festlegten, blieben bei allen Untersuchungen dieser Art

verschiedener Untersuchungstage gleich.

4.4.2.2 Farbung membranstindiger Proteine (FAS, FAS-L)

Die Zellen wurden mit verschiedenen membransténdigen Proteinantikdrpern gefarbt(5;26).

100 pl Vollblut wurden in Falcon-Réhrchen gegeben, dieses wurde dann mittels jeweils 5 pl
FITC/PerCP-Farbstoffen typisiert, dass es moglich wurde die Leukozytenpopulationen T-Helfer-
Zellen, cytotoxische T-Zellen, B-Lymphozyten, Monozyten sowie Granulozyten eindeutigt nach
Tabelle 1 zu unterscheiden. Nach Aufschiitteln und einer Inkubationszeit von 30 Minuten in
Dunkelheit bei Raumtemperatur, wurde 2 ml FACS-Lyse hinzugegeben, welche die Erythrozyten
lysierte und zugleich die Leukozyten fixierte. Nach Aufschiitteln und einer Inkubationszeit von
15 Minuten in Dunkelheit und bei Raumtemperatur, wurde das Lysat mit o0.g. Bedingungen
abzentrifugiert. Die Zellen wurden zum Abschluss in 250 pl PBS resuspendiert. Anschlie3end
erfolgte die Messung mittels Durchflusszytometrie, wobei die Instrumenten-Einstellungen zuvor

mit Hilfe von Standardbeads festgelegt worden sind.

4.4.2.3 Farbung intrazellularer Proteine (BCL-2, Kaspase 3)

In den Zellen wurde die Aktivitdt zweier intrazelluldrer Proteine nachgewiesen(1).

100 ul Vollblut wurden in Falcon-R6hrchen gegeben, dieses wurde dann mittels jeweils 5 pl
FITC/PerCP-Farbstoffen typisiert, dass es moglich wurde die Leukozytenpopulationen s.o. zu
unterscheiden. Nach Aufschiitteln und einer Inkubationszeit von 30 Minuten in Dunkelheit bei
Raumtemperatur, wurde 1,5 ml PharmLyse hinzugegeben, welche nach kurzem Aufschiitteln 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubierte. Nach Zentrifugieren s.o. wurde mittels PBS einmal
gewaschen und anschlieBend 250 pl Cyofix/Cytoperm hinzugegeben, dies inkubierte fiir 20
Minuten bei 4°C. Nach Zentrifugieren und Waschen mittels PermWash wurden die

intrazelluldren Antikdrper zugegeben, welche fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubierten.
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Nach einem letzten Waschschritt mit PermWash, wurden die Zellen in 250 pl resuspendiert auf
Eis gelagert.
Zur Messung wurden die Instrumenten-Einstellungen des unter 2.3.3 beschriebenen Essay

benutzt.

4.4.3 Standardisierung

Zwecks Linearisierung wurde das QuantiBRITE™-System von Becton Dickinson angewandt,
verbunden mit der Anwendung des QuantiQuest™ ist somit die Molekiilzahl pro Zelle
bestimmbar.

Mit Fluoreszenz markierten Beads wurde eine Eichgerade erstellt, und die gemessene
Fluoreszenzintensitét der o.g. Untersuchungen daran linearisiert, um eine Vergleichbarkeit
zwischen den Messungen zu gewéhrleisten und eine Abweichung des Verstarkers von der

Linearitit u kompensieren.

4.5 Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA)

Im Rahmen der Studie wurde das Entstehen von Nukleosomen im Serum gemessen (Cell-Death-
Detection Kit, Roche), welche als DNA-Spaltprodukte auf Apoptose hinweisen (13).
Zusammengefasst wurde eine mit Streptavidin beschichtete ELISA-Platte mit 20 pul Serum
versetzt, anschliefend wird 80 pul des Antikdrpergemisches aus Anti-histone-biotin und Anti-
DNA-POD zugegeben, welches zwei Stunden inkubierte. Nach dreimaligem Waschen wurde 100
ul des Gemisches hinzugeben, aus welchem der farblich aktive Antikorper in einer
zehnminiitigen Inkubationszeit erstellt wurde.

Eine Messung bei 405 nm zur Referenzwellenldnge von 490 nm ermdoglichte einen intra- sowie

interindividuellen Vergleich.

4.6 Statistik

Teile der Auswertung wurden direkt von der BD-CellQuest™ Software geleistet. Die Statistische
Auswertung erfolgte mit PRISM® 3.00, wobei deskriptive Statistik und die ANOVA-Analyse
angewendet wurden. Es handelt sich hier um die Untersuchung von nicht verbundenen Variablen.
Statistische Signifikanz wurde als p < 0.05 angenommen. In unserer Studie haben wir die
Patienten stets am ersten Tag dieses Krankheitsverlaufes untersucht, nachdem sie durch erfahrene

Intensivmediziner in die Studie eingeschlossen worden sind.
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5 Ergebnisse

5.1 Klinische Daten

Wie oben beschrieben handelt es sich bei der Sepsis um ein extrem heterogenes Krankheitsbild.

Tabelle 2: Sepsisdiagnosen auf der Intensivstation fiir die Patienten:
Diagnosen Anzahl
nekrotisierende Fasziits 1
akutes Nierenversagen
Papillenadenom
nekrotisierende Pankreatitis
nekrotisierende Enterokolitis
septische Enzephalopathie
Dickdarmperforation
Erysipel
Peritonitis
Fornier Gangréin
KHK
Pneumonie
Apsirationspneumonie
rupturiertes Bauchaortenaneurysma
Polytrauma 1

In der Gruppe der Sepsis-Patienten sind 16 Patienten mit dem Krankheitsbild der Sepsis

el Ll e Ll el e e el e e L N e

eingeschlossen worden, wovon elf ménnlich und fiinf weiblich waren, der Altersmedian befand
sich bei 68 Jahren. In der Vergleichsgruppe der kritisch kranken Patienten ohne Sepsis befanden
sich zehn Patienten, wovon acht ménnlich und zwei weiblich waren bei einem Altersmedian von
53 Jahren. Als zweite Kontrollgruppe haben wir 11 gesunde Probranden untersucht, hiervon
waren 6 médnnlich und fiinf weiblich bei einem Altersmedian von 34 Jahren. Um die Patienten zu
vergleichen, ermittelten wir drei gebrauchliche Scores. Hiermit war es uns moglich die
Krankheitsschwere objektiv zu vergleichen. Der SOFA-Score (siehe Abbildung 6) wurde
herangezogen, um den Zustand der Organfunktion der Patienten zu vergleichen. Im Mittelwert
hatten alle Sepsis-Patienten einen SOFA-Score-Wert von 15 und alle Vergleichspatienten ohne
Sepsis einen Score-Wert von 3, wodurch sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) ergab. Als
weiteren Score untersuchten wir den SAPS II — Score (siehe Abbildung 7), dieser ist ein
Aufnahmescore und erlaubte eine Charakterisierung des Patientenkollektivs betreffend der
Krankheitsschwere. Alle Sepsis-Patienten hatten im Mittel einen Wert von 57 und alle kritisch
Kranken einen Score-Wert von 26, wodurch sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p<0,05)

ergab. Als weiteren Aufnahmescore fiir Intensivpatienten analysierten wir den Apache II-Score
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(siehe Abbildung 8). Im Mittel hatten die septischen Patienten einen Wert 26 und die kritisch
kranken Patienten von 12, hierbei ergab sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p<0,05).
Anhand der verschiedenen Scores ergibt sich ein guter Einblick in die Krankheitsschwere. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich die Patenten in der Sepsis signifikant von der Kontrollgruppe

hinsichtlich der Organfunktion und der initialen Krankheitsschwere unterschieden.

SOFA Score der Intensivpatienten

16
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o0 p <0,05
8
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Sepsis kritisch Kranke

Abbildung 5: SOFA-Score (Sepsis-related Organ Failure Assessment) der Intensivpatienten zur
Beurteilung der Organfunktion
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SAPS II-Score der Intensivpatienten
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5.1.1 Laborwerte

Im Rahmen des tdglichen Immunmonitorings untersuchten wir das proinflammatorische Serum
Interleukin-6 (siche Abbildung 9) als einen Entziindungsparameter, welcher in der
Intensivmedizin ein Marker der Pro-Inflammation ist. Die septischen Patienten hatten im Mittel
4394 pg/ml einen stark erhohten Wert (p<0,05), wihrend im Serum der kritisch kranken
Patienten 20 pg/ml nachweisbar waren. Aullerdem verglichen wir Procalcitonin (PCT) als
weiteren Laborwert, dieser gibt Hinweise auf eine bakterielle Infektion im menschlichen Korper.
Hier (siche Abbildung 10) waren die Werte der septischen Patienten wesentlich erh6ht im
Durchschnitt 39,4 ng/ml (p<0,05), die kritisch kranken Patienten wiesen lediglich einen

Durchschnittswert von 0,25 ng/ml auf.

IL-6 Werte der Intensivpatienten
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Abbildung 8: Interleukin 6 im Serum ist bei der schweren Sepsis im Vergleich mit den kritisch
Kranken signifikant erhdht
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PCT Werte der Intensivpatienten
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Abbildung 9: Procalcitonin um Hinweise iiber das Vorliegen einer bakteriellen Infektion zu
erhalten sind bei den septischen Patienten im Vergleich zu den kritisch Kranken signifikant
erhoht.

5.2 Apoptoseparameter

5.2.1 Phosphatidylserin Externalisierung

Phosphatidylserin (PS) ist ein Molekiil, welches sich in der Regel an der Innenseite der Membran
befindet. Im Rahmen der Apoptose werden diese Molekiile externalisiert, es markiert die
betroffene Zelle somit fiir die Phagozytose. Mittels oben beschriebener Methoden ist diese
Externalisierung der Analyse zuginglich. Phosphatidylserin positive Zellen gelten als
frithapoptotisch, sofern sie keine Zeichen der Nekrose beispielsweise durch eine Anfarbung durch
7-AAD zeigen, denn die Membran ist noch intakt.

Bei den T-Helferzellen (CD 4+, siche Abbildung 11) zeigten die septischen Patienten mit 6,12%
(£1,0%) verglichen mit den kritisch Kranken 3,18% (£1,10) eine signifikant (p<0,05) hohere
Phosphatidylserin-Externalisierung. Ein Vergleich mit den Gesunden 3,07% (£1,04%) zeigte
einen signifikanten (p<0,01) Unterschied. Fiir die zytotoxischen T-Zellen (CD 8+, siche
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Abbildung 12) wies die Gruppe der septischen Patienten mit 7,40% (£1,06%) im Vergleich mit
den kritisch kranken Patienten 4,02% (£0,43%) und den gesunden Probanden 3,74% (+0,28%)

einen erheblichen Unterschied auf (p<0,05 Sepsis versus kritisch Kranke, p<0,001 Sepsis versus
Gesunde). Die B-Zellen (CD 19+, siche Abbildung 13) waren in der Gruppe der septischen

Patienten mit 9,51% =+ (1,49%) verglichen mit den kritisch Kranken 3,78% (£0,22%) und den
Gesunden 3,3% (£0,32%) ebenfalls vermehrt der frithen Apoptose unterworfen (p<0,01 Sepsis

versus kritisch Kranke, p<0,001 Sepsis versus Gesunde).
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Abbildung 10: Phophatidylserin Externalisierung auf T-Helfer-Zellen (CD 4")
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Abbildung 11: Phophatidylserin Externalisierung auf zytotoxischen T-Zellen (CD 8")
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Abbildung 12: Phophatidylserin Externalisierung auf B-Zellen (CD 19")

5.3 FAS-Rezeptor

Der FAS-Rezeptor, welcher auch als CD 95 bezeichnet wird, wurde initial auf Fibroblasten
gefunden und hiel3 daher zu Anfang fibroblasten-assoziiert (FAS), FAS ist jedoch heute ein
stehender Begriff. Er ist ein Todesrezeptor und gehort zu Familie der TNF-a-Rezeptoren. Uber
diesen Rezeptor wird der membranassozierte Weg, der so genannte extrinsische Weg, der
Apoptose eingeleitet. Hier werden mogliche Induktionswege der Apoptose untersucht. Die FAS-
Rezeptoren auf den T-Helferzellen (siche Abbildung 14) waren bei den Patienten, welche ein
septisches Krankheitsbild aufwiesen, wesentlich hoher auf der Zelloberflache expremiert (7.600
LFU £1740), als bei Patienten mit der systemischen Inflammation, die weniger (p>0,05)
Rezeptoren (3.130 LFU £845) und den gesunden Probanden, die signifikant (p<0,001) weniger
Rezeptoren (908 LFU £106) pro Zelle expremierten. Auch in der Population der zytotoxischen T-
Zellen (siche Abbildung 15) haben die septischen Patienten eine wesentlich hdher Zahl von FAS-
Rezeptoren auf der Zelloberfldche expremiert (5.310 LFU £1490), wéihrend die Patienten mit der
systemischen Inflammation weniger (p>0,05) Rezeptoren (3.494 LFU£1000) und die gesunden
Probanden signifikant (p<0,001) weniger Rezeptoren (808 LFU £137) pro Zelle expremierten.
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Abbildung 13: Alle untersuchten Patientenpopulationen zur mittleren Fluoreszensintensitét des
Todesrezeptors (FAS) fiir die T-Helferzellen
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Abbildung 14: Alle untersuchten Patientenpopulationen zur mittleren Fluoreszensintensitét des
Todesrezeptors (FAS) fiir die zytotoxischen T-Zellen

5.4 FAS-Ligand

Uber den FAS-Liganden kénnen T-Helferzellen bei anderen Zellen Apoptose induzieren. Dies
geschieht durch den oben beschriebenen FAS-Rezeptor. Auf den T-Helfer-Zellen ist der FAS-
Ligand (siehe Abbildung 16) in der Gruppe der septischen Patienten signifikant (p<<0,01) hoher
expremiert (181 LFU £58) als in der Patientgruppe der kritisch Kranken (19 LFU +£3,3) und der
gesunden Probanden (14,4 LFU £0,7; p<0,001).
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Abbildung 15: Alle untersuchten Patientenpopulationen zur mittleren Fluoreszensintensitét des
FAS-Liganden fiir die T-Helferzellen

5.5 BCL-2

BCL-2 ein Vertreter der antiapoptischen Molekiile der BCL-2-Gruppe und ist in der
Mitochondrien-Membran lokalisiert. Die septischen Patienten haben in der Gruppe der CD 4
positiven Zellen (sieche Abbildung 17) eine signifikant (p<0,05) niedrigere Molekiildichte (5730
LFU %481) als die kritisch kranken Patienten (7010 LFU £379) und die gesunden Probanden
(7450 LFU £244). Fiir die zytotoxischen T-Zellen (siche Abbildung 18) war in keiner Gruppe
eine signifikante Verdnderung nachweisbar. Bei den B-Zellen (siche Abbildung 19) hatten die
septischen Patienten einen signifikanten (p<0,01) Abfall der Molekiildichte (4700 LFU £510) um
rund 36% im Vergleich zu den kritisch kranken Patienten (5910 LFU £511) und den gesunden
Probanden (7360 LFU £281).
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Abbildung 16: Alle untersuchten Patientenpopulationen zur mittleren Fluoreszensintensitét des
Membranproteins BCL-2 fiir die T-Helferzellen
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Abbildung 17: Alle untersuchten Patientenpopulationen zur mittleren Fluoreszensintensitit des
Membranproteins BCL-2 fiir die zytotoxischen T-Zellen
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Abbildung 18: Alle untersuchten Patientenpopulationen zur mittleren Fluoreszensintensitdt des
Membranproteins BCL-2 fiir die B-Zellen

5.6 Kaspase 3

Kaspase 3 ist ein Schliisselenzym im Rahmen der Apoptose. Es liegen verschiedene Kaspasen im
Zytosol inaktiv als Proenzyme in Form von Prokaspasen vor, diese werden durch verschiedene
Abldufe innerhalb der Apoptose aktiviert. Gemessen wurde nur die aktive Form, welche eine
Schliisselstellung in der Apoptose-Kaskade darstellt. Es wurde hier der Anteil der aktivierten
Zellen bestimmt.

Bei den CD 4 positiven Zellen (siche Abbildung 20) hatten die septischen Patienten eine mit
2,67% (£0,73) positiven Zellen signifikant (p<0,001) hohere Kaspase 3-Aktivitit als die kritisch
kranken Patienten (0,3%=0,05) und die gesunden Probanden (0,4%+0,08). Ahnliche Ergebnisse
ergaben sich fiir die zytotoxischen T-Zellen (siche Abbildung 21), hier hatten die septischen
Patienten eine signifikant (p<0,01 Sepsis versus kritisch Kranke, p<0,001 Sepsis versus Gesunde)
erhohte Kaspase-3-Aktivitét auf 3,62% (+0,76) positive Zellen im Vergleich zu den kritisch
kranken Patienten (0,44%30,1) und den gesunden Probanden (0,31%=0,08).

Die septischen Patienten haben in der Population der B-Zellen (sieche Abbildung 22) eine
wesentlich (p<0,01Sepsis versus kritisch Kranke, p<0,001 Sepsis versus Gesunde) erhohte
Kaspase-Aktivitét 3,78% (£0,69) als in der Gruppe der kritisch kranken Patienten (0,7%0,11)
und der gesunden Probanden (0,41%20,72).
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Abbildung 19: Vergleich aller untersuchten Patientenpopulationen nach den Zellen mit
aktivierter Kaspase-3 als gemeinsame Endstrecke der Apoptose fiir die T-Helferzellen
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Abbildung 20: Vergleich aller untersuchten Patientenpopulationen nach den Zellen mit
aktivierter Kaspase-3 als gemeinsame Endstrecke der Apoptose fiir die zytotoxischen T-Zellen
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Abbildung 21: Vergleich aller untersuchten Patientenpopulationen nach den Zellen mit
aktivierter Kaspase-3 als gemeinsame Endstrecke der Apoptose fiir die B-Zellen

5.7 Nukleosomen-Konzentrationen

Im Rahmen der Apoptose entstehen Nukleosomen: Dies sind DNA-Spaltprodukte. Die DNA-
Spaltung stellt das Ende der Apoptose Kaskade dar. In der vorbeschriebenen Untersuchung
wurden diese Nukleosomen mittels ELISA-Technik untersucht. Auf der Ordinate wurde der
Quotient aus den Absorptionunterschieden und der Konzentration abgebildet. Somit stellt ein

hoherer Wert eine hohere Konzentration von Nukleosomen im untersuchten Blut dar.

0.5+

0.4 | |

0.3+

0.2+

A Abs / con
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0.0

Sepsis krit. Kranke Gesunde

Abbildung 22: Vergleich aller untersuchten Patientenpopulationen zu den
Nukleosomenkonzentrationen, welche im Rahmen der ELISA-Technik als dimensionslose
Zahlen als Absorptionswerte ausgewiesen wurden.
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Das septische Patientengut hat auch im Serum Zeichen einer signifikant erhohten Apoptose mit
einem dimensionslosen Zahlenwert von 0,36 (+£0,03), wahrend die kritisch kranken Patienten

einen Wert von 0,17 (£0,015) und die gesunden Probanden einen Wert von 0,1 (£0,01) erreicht
haben.
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6 Diskussion

6.1 Apoptose

Unsere Untersuchungen zeigten eine vermehrte Apoptose der peripheren Leukozyten im
septischen Patientenkollektiv. Im Folgenden werden gemal3 der Fragestellungen die einzelnen
Ergebnisse anhand der aktuellen Literatur diskutiert, im Anschluss wird ein Ausblick auf
mogliche Konsequenzen aus diesen Ergebnissen gegeben.

Im Rahmen der Sepsis durchschreitet der Organismus sowohl eine Phase der Hyperinflammation
als auch der Hypoinflammation(16;45). Die Hypoinflammation stellt eine anerge Phase des
Organismus im Rahmen der Bekdmpfung der Infektion dar. Zwar kommen sowohl Apoptose als
auch Nekrose im septischen Organimus vor, jedoch ist Apoptose der fithrende Pathomechanimus
im Rahmen der Immundefizienz(18).

Vermehrte Apoptose filihrt zu einem fulminanten und anhaltenden Lymphozyten-Verlust und
leitet damit eine anerge Phase im Rahmen der Sepsis ein. Ein hoher Anteil der peripheren
Lymphozyten hatten positive Phophatidylserinfarbungen (s. Abb. 11-13), jedoch waren keine
nekrotischen Zellen detektierbar. Zusitzlich konnten im Serum erhdhte
Nucleosomenkonzentrationen (s. Abb. 23) festgestellt werden. Diese sind das morphologisch
Korrelat zur Kern-Fragmentation im Rahmen des programmierten Zelltodes, da im Rahmen
dieses Prozesses Endonukleasen die DNA zersetzen und Kern-Partikel entstehen. Diese
Nukleosomen konnten in der Gruppe der Sepsis-Patienten in einer signifikant erhdhten
Konzentration nachgewiesen werden. Apoptose von Lymphozyten in der Sepsis war ein Prozess,
welcher zuerst lediglich in post-mortem Studien an Tieren gezeigt werden konnte; in den
vergangenen Jahren ist auch im Rahmen der Sepsis-Forschung ein Augenmerk hierauf gerichtet
worden. So kann in der vorliegenden Untersuchung und in der Literatur (18;29;41) gezeigt
werden, dass Lymphozytenapoptose im Rahmen der Sepsis eine evidente Rolle spielt.

In der Gruppe der kritisch kranken Patienten konnte keine wesentlich erhéhte Rate von Apoptose
im Vergleich zu den Gesunden gezeigt werden. Auch wenn man der Ansicht sein konnte, dass
Apoptose lediglich in der Sepsis im Rahmen der Hypoinflammation vorkommt, ist es
verstindlich, dass manche der kritisch Kranken ebenfalls eine leicht erhohte Apoptoserate
aufweisen. Verschiedene Faktoren wie Ischdmie/Reperfusion von Verletzungen,

inflammatorische Prozesse, Aktivierung der Gerinnungskaskade (11) erkldren eine moderate
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Erhohung der Apoptose, welche dann im Rahmen des septischen Krankheitsbildes durch eine
Verstiarkung dieser Faktoren und hinzukommen anderer exzessiv gesteigert wird.

Unsere Ergebnisse weisen eher auf das gemeinsame Einwirken von pathologischen Mechanismen
wie zum Beispiel auch Sauerstoffradikale und Stickoxide hin als auf gut regulierte Prozesse der
Lymphozyten-Populationen, damit konnte sich die ,,Jawinenartige* Entwicklung im Rahmen der
Sepsis erkldren. Konnte zuvor die Apoptose der Lymphozyten vor allem in der Milz beobachtet
werden (17), wird in der vorliegenden Untersuchung und in anderen Untersuchungen neueren
Datums (29) eine erhohte Apoptose von peripheren zirkulierenden Lymphozyten gezeigt.
Wenngleich die Vermutung anhand der Ergebnisse nahe liegt, dass diese apoptotischen
Lymphozyten schneller, als wir bisher annahmen, aus dem Blutkreislauf entfernt werden. Damit
wird eventuell nur einen kleinen Einblick in die tatsdchlichen Geschehnisse im Kreislauf der
septischen Patienten gewéhrt. Der erhebliche Lymphozytenverlust spiegelt sich auch in einem
wesentlich kritischeren Allgemeinzustand der Patienten in Form des SOFA-Scores (s. Abb 6)
wieder. Ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen Lymphopenie in der Sepsis und
schlechter Uberlebensrate liegt jedoch in der Literatur bisher nur fiir das Tiermodell vor. Daher
gibt es bereits verschiedene Ansétze die Apoptose im septischen Organismus zu hemmen (15).
Apoptose von verschiedensten Zellen wurde bisher hdufig bei Patienten mit malignem
Grundleiden nachgewiesen, hierzu gab es die ersten Untersuchungen und damit lieBen sich auch
erhohte Nukleosomen-Level erkldren. Jedoch haben wir im Rahmen der Patienten-Rekrutierung
solche mit malignem Grundleiden ausgeschlossen. Somit ist die Erklarung der Apoptose durch

das Krankheitsbild der Sepsis die einzig schliissige (54).

6.2 Signaltransduktionswege

Zwei Signaltransduktionswege leiten Apoptosesignale weiter: Das Todesrezeptor-System und das
mitochondriale System. Beide Wege enden in der Aktivierung von Kaspase 3, welche die
gemeinsame Endstrecke der Apoptose bildet und in der DNA- und Zellzersetzung endet. Wird in
einigen Arbeiten (29) angenommen, die Abnahme von anti-apoptotischen Faktoren wie BCL-2
oder BCL-XL sei ein dritter Weg. Wir haben angenommen, dass diese Proteine wesentlich an der
Membranstabilitdt der Mitochondrien beteiligt sind und BCL-2 daher als Stellvertreter
desselbigen Signaltransduktionsweges betrachtet. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass die

FAS-Todesrezeptoren in jeder untersuchten Population der Lymphozyten (s. Abb. 14 und 15)
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signifikant erhoht sind, obwohl die erhohten Werte im Patientenkollektiv der kritisch Kranken
auf Faktoren schlieBen ldsst, welche nicht nur in der Sepsis vorkommen.

Die Induktion des Apoptoseprogramms durch FAS-Ligand von T-Helferzellen (s. Abb.
16)(42;43) wird in der Literatur kontrovers diskutiert. In unseren Ergebnissen spiegelt sich jedoch
eine Beteiligung dieses Faktors wieder. So scheint dieser Transduktionsweg in Sepsis eine
moglicherweise ebenfalls entscheidende Rolle zu spielen.

BCL-2 ist der Name einer Proteingruppe, welche mit der Mitochondrienmembran und anderen
Membranen innerhalb der Zelle assoziiert sind. Hier haben sie die Aufgabe fiir ein Gleichgewicht
des Membranpotentials zu sorgen. In dieser heterogenen Gruppe von BCL-Molekiilen gibt es
pro-apoptotische und anti-apoptotische Faktoren. Das Protein BCL-2 selbst ist ein anti-
apoptotischer Faktor, dessen Abnahme auf einen erhohten Verbrauch oder eine verminderte
Produktion schlieBen ldsst. In unseren Ergebnissen konnten wir eine Abnahme dieser Proteine
jedoch nicht in allen untersuchten Lymphozyten-Populationen messen. So scheint die Abnahme
der zytotoxischen T-Zellen bereits in einer anderen Krankheitsphase so evident zu sein, dass eine
weitere Abnahme der BCL-2 Konzentrationen in der Sepsis keinen signifikanten Einfluss auf den
Krankheitsverlauf nimmt.

Doch welcher Weg auch immer der letztendlich entscheidende sei, scheint die Kombination der
verschiedenen Faktoren die Apoptose zu induzieren und keine Monokausalitdt vorzuliegen. Ein
Nachweis dafiir ist jedoch schwierig, da sich die beschriebenen Signaltransduktionswege auch
gegenseitig aktivieren konnen. Weitere Untersuchungen zu diesem Thema sind nétig, um
immunmodulatorische Ziele fiir ein therapeutisches Eingreifen zu formulieren (19;20;41). So
scheinen unsere Ergebnisse ein Eingreifen auf der Ebene des BCL-2 ebenfalls zu rechtfertigen.
Denn andere Wege der Aktivierung durch Katecholamine und Mediatoren wie IL-6, IL-8 oder
IL-10, welche wiederum durch TNF-a vermehrt freigesetzt werden, hatten bei in vitro Versuchen
(29) nicht einen solch fulminanten Effekt. Dabei ist anzunehmend, dass die singulére Betrachtung
der einzelnen Mediatoren wahrscheinlich nicht dem Geschehen im septischen Organismus nahe
kommt. Die verdnderte Gerinnungseigenschaft mit Komplement-Aktivierung (11) und die
erhohte GefaBBpermeabilitit (50), Ischdmie-Reperfusionssyndrom, reaktive Sauerstoffradikale
oder Stickoxide konnen ein Symptom oder Ursprung der Aktiverung der Apoptose sein. Zumal
wir annehmen miissen, niemals gleichzeitig jedes Kompartiment der Organismus untersuchen zu
konnen. Daher sind sich wohl auch nicht alle zitierten Autoren iiber die beteiligten Faktoren

einig.
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Die gemeinsame Endstrecke der Apoptose — die Aktivierung der Kaspasen-Kaskade —
untersuchten wir mittels des Schliisselenzyms Kaspase-3, welche in allen untersuchten
Lymphozyten-Populationen signifikant erhoht war. So liegt die Vermutung nahe, dass die liber
verschiedene Wege induzierte Apoptose eine Schliisselrolle in der Erkldrung der Lymphopenie

und der anergen Phase des septischen Organismus darstellt.

6.3 Unterschiede in den Leukozyten-Subpopulationen

In der dieser Arbeit vorangestellten Fragestellung wollten wir die unterschiedliche Beteiligung
der Subpopulationen der Apoptose ermitteln.

Unterschiede scheinen hierin nur in geringem Mafe vorzuliegen, so differieren die untersuchten
Populationen der Leukozyten in der Endstrecke der Apoptose im Signifikanzniveau gar nicht.
Denn in allen Populationen waren die Konzentrationen der Kaspase 3 hochsignifikant erhoht (s.
Abb. 20-22) sowie alle Populationen hochsignifikant Phosphatidylserin-positiv (s. Abb. 11-13).
Wiéhrend wir den FAS-Rezeptor nur bei den T-Zellen (s. Abb. 14-15) untersucht haben, da wir
hier auch einen sich gegenseitig aktivierenden Effekt vermuten (34), zeigte sich hierbei ein
hochsignifikanter Unterschied in beiden T-Zell-Subpopulationen im septischen Patientengut. Der
Effekt des FAS-Liganden (s. Abb. 16), wie von verschiedenen anderen Autoren (26;33) erwéhnt,
bestitigt sich in unserem untersuchten Patientengut ebenfalls.

Der Effekt den mitochondrien assozierten Transduktionsweges via BCL-2 ist in den B-Zellen (s.
Abb. 19) erheblicher denn in den untersuchten T-Zell-Populationen (s. Abb. 17-18). Hieraus
konnte sich der Schluss ableiten lassen, dass dem Organismus im Kampf gegen die Sepsis das
Immungedéchtnis nicht so vordringlich ist. Dies wiirde bedeuten, dass die Vorgidng im septischen

Organismus geordneter verlaufen, als bisher angenommen.

6.4 Moglichkeiten und Folgen einer Verdnderung der Apoptoserate

Aufgrund der hohen Letalitit (30-70%) wird dem Krankheitsbild der Sepsis seit Jahren ein
besonderes Interesse gewidmet. Hierzu gibt es verschiedene Ansétze die Therapie zu optimieren
(48). Der direkte Weg in der Blockade der Mediatoren gibt die Moglichkeit direkten Einfluss zu
nehmen (46;53). Sicherlich bedarf es weiterer Untersuchungen der beteiligten Faktoren, um ein
kontrolliertes und erfolgreiches Eingreifen zu ermoglichen.

Friihere Strategien in der Gabe von Kortikosteroiden haben im Rahmen niedriger Dosierungen

(35) positiven Ergebnisse in Form von niedrigeren TNF-a- und IL-6- Konzentrationen gezeigt.
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Wihrend eine direkte TNF-a-Blockade im humanen Sepsismodell nicht erfolgreich(47) war.
Andere Eingriffe auf der Ebene von einzelnen Mediatoren, wie IL-1-Rezeptor Antagonist,
Inhibitoren oder Antagonisten von Plattchen-Aktivatoren, Arachidon-Sidure-Metaboliten,
Sauerstoffradikalen, NO, Bradykinin, Phosphodiesterase und C1-Esterase, zeigten nur wenige
oder gar keine Erfolge (48), wenngleich diese Mediatoren im Rahmen der septischen
Kreislaufdepression eine erhebliche Rolle spielen (41). Wobei Behandlungen mit aktiviertem
Protein C (APC) signifikant verbesserte Uberlebensraten zeigten (6).
Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) ist als proinflammatorisches Enzym
untersucht worden und hat einen entscheidenden Einfluss auf Uberlebensrate im Tiermodell zu
haben (30). Hier ist auch eine Verdnderung der Apoptoserate im Knock-Out-Modell beschrieben.
Die Blockade der Aktivierung der Komplementkaskade, welche auch durch apoptotische Zellen
geschieht, scheint ebenfalls in experimentellen Studien Uberlebensvorteile zu ergeben (46;48).
Apoptotische Zellen haben erhebliche thrombogene Eigenschaften im Organismus (54), dies
kann zur Addition der bereits reduzierten Organperfusion fithren und akzentuiert die multiple
Organdysfunktion. Dieser Mechanismus selbst wiederum fiihrt im Rahmen eines ,,Cirulus
vitious* zu einer Verstarkung der Apoptose (42). Daher wére ein frithes Eingreifen in diese und
die oben beschriebene Kaskade wahrscheinlich sehr gewinnbringend (44).

In der oben genannten Ubersichtsarbeit weisen Riedemann et al.(48) auch auf eine evidente Rolle
der Apoptose der Lymphozyten hin, hier scheint eine BCL-2 Uberexpression und eine spezifische
Blockade der Kaspase im Tiermodell Erfolg zu haben. Auch Oberholzer et al. (41) weisen auf
therapeutische Optionen hin, indem zum einen Kaspasen spezifisch geblockt werden und zum
anderen die Stimulation einer BCL-2 Uberexpression in einer verringerten Apoptose resultieren
(51). Da jedoch eine rigorose Blockade der Apoptose auch die physiologischen Vorginge
behindern wiirde, denn wie oben erldutert, ist Apoptose im menschlichen Organismus ein
durchaus physiologischer Vorgang. Eine ungezielte Blockade des kontrollierten Zelltodes konnte
daher ungeahnte Wirkungen haben, daher hoffen wir im Rahmen der vorliegenden Ergebnisse
einen weiteren Baustein fiir kiinftiges Eingreifen in den septischen Organismus geliefert zu
haben. Denn durch mehr Einblicke in die Regulationsprozesse konnen Eingriffe in den septischen
Organismus in Form von der Blockade der Kaspasen, der Todesrezeptoren mit beispielsweise
synthetischen Peptiden oder RNA-Applikation gegen pro-apoptotische Faktoren Erfolg haben
(53).
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7 Zusammenfassung

Hintergrund: In der vorliegenden Untersuchung wurde der Zusammenhang zwischen Sepsis und
Apoptose von peripheren Leukozyten untersucht. Die Sepsis hat auch heute noch in der
Intensivmedizin eine sehr hohe Letalitit, ein multifaktorielles Geschehen liegt diesem
Krankheitsbild zugrunde. Die Apoptose von peripheren Leukozyten scheint eine herausragende
Rolle im Rahmen der Immunkompetenz zu spielen.

Ziel: Wir untersuchten zum einen, ob eine erhdhte Apoptoserate vorkommt und zum anderen die
verschiedenen Transduktionswege im Rahmen der Apoptose, wobei hier auch die verschiedenen
Lymphozytenpopulationen interessant waren.

Methoden: 16 Patienten in der schweren Sepsis, zehn Patienten kritisch kranke Intensivpatienten
und elf Probanden wurden mittels Durchflusszytometrie und ELISA-Technik auf verschiedene
Proteine, welche in der Apoptose eine Rolle spielen, untersucht.

Ergebnisse: Im Rahmen der Phosphatidylserinexternaliserung und des Nukleosomennachweises
war es moglich eine elevierte Apoptoserate nachzuweisen. Der membrangebundene
Signaltransduktionsweg iiber das FAS-Rezeptoren-System war in der Gruppe der septischen
Patienten hochreguliert. Jedoch konnten wir nachweisen, dass der mitochondriale Weg iiber das
BCL-2 nicht in allen Zellpopulationen signifikant betroffen war. Die gemeinsame Endstrecke
iiber die Kaspase-3 war ebenfalls in allen untersuchten Populationen der septischen
Patientengruppe signifikant hoher aktiviert.

Perspektive: Diese Ergebnisse untermauern die Beobachtungen, wie die in der Sepsis auftretende
Immundefizienz durch die Apoptose der immunkompeten Zellen einen wesentlichen Nachteil fiir
den Krankheitsverlauf hat. Aus diesem Grunde gibt es bereits Untersuchungen die Apoptose in
der Sepsis zu bremsen, um somit eine Uberlebensvorteil zu erreichen. Jedoch sind weitere

Untersuchungen tiber das Verstdndnis der Signaltransduktionswege notig.
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