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1. Einleitung

1.1. Sepsis - eine grofRe Herausforderung in der Intensivmedizin

Das Krankheitsbild der Sepsis bzw. des septischen Schocks ist noch immer eine der
haufigsten Todesursachen von Patienten auf Intensivstationen. Trotz verbesserter
Antibiotikatherapie und grof3er Fortschritte in der adjuvanten intensivmedizinischen
Behandlung leidet ein grof3er Anteil der betroffenen Patienten unter schweren
Organdysfunktionen, die vor allem das ZNS, das Herz-Kreislauf-System, die Lunge
sowie die Nieren betreffen, und haufig in einem Multiorganversagen minden. Die
Letalitat der Sepsis steigt mit zunehmender Schwere der Erkrankung und liegt bei
Patienten mit septischem Schock seit Jahren nahezu unverandert hoch bei 50-60%

(3,28,90).

Neue Therapiekonzepte, die in einer Vielzahl von klinischen Studien untersucht
wurden, hatten die Beeinflussung inflammatorischer Reaktionen bei Sepsis zum Ziel.
Der gemeinsame Ansatz dieser Studien war es, einzelne endogen gebildete
inflammatorische Mediatoren wie Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukine
oder PAF (platelet-activating factor) in ithrer Wirkung auszuschalten. Bisher fihrte
keiner dieser Therapieanséatze zu einem klinisch messbaren Erfolg. Die Ursache flr
den Misserfolg dieser Versuche scheint die grof3e Anzahl unterschiedlicher
inflammatorischer Mediatoren zu sein, die im Immunsystem redundante Wirkung
entfalten (5,40,52). Als eine weitere Ursache fur die enttauschenden Ergebnisse ist
die grof3e Inhomogenitat der untersuchten Patientengruppen beziglich Dauer und
Ursache einer Sepsis, sowie beziglich der Vorerkrankungen, Alter und Rasse zu
diskutieren (1,8,47,90). Angesichts der Vielzahl fehlgeschlagener Versuche die
Uberlebenschancen von Patienten mit Sepsis oder septischem Schock zu erhéhen,

erscheint es sinnvoll, vor der Einfihrung neuer Therapien die zu Grunde liegenden



pathophysiologischen Vorgange genauer aufzuklaren, um auf diesem Weg das

Verstandnis fur dieses hochkomplexe Krankheitsbild zu verbessern.

1.2. Definition und Pathophysiologie der Sepsis

Sepsis kann als eine generalisierte Entziindungsreaktion des gesamten Organismus
auf eine Infektion verstanden werden. Ihr Ausgangspunkt ist in den meisten Féllen
eine schwere bakterielle Infektion und die damit verbundene Aussaat der Erreger
und/oder ihrer Toxine in die Blutbahn. Die Bezeichnung Sepsis oder septischer
Schock ist allerdings erst dann zutreffend, wenn es neben einer Bakteridmie oder
Endotoxindmie zu Symptomen einer schweren Entzindungsreaktion mit
Beeintrachtigungen lebenswichtiger Organfunktionen kommt. Von der ACCP/SCCM
Consensus Conference wurde die Sepsis deshalb als eine systemische
inflammatorische Antwort (“systemic inflammatory response syndrome, SIRS") des

Organismus auf eine Infektion definiert (12).



SIRS (,systemic inflammatory response syndrome®): mindestens zwei der
folgenden Bedingungen mussen erflllt sein:

- Temperatur > 38° oder <36°C

- Pulsfrequenz > 90 /min

- Atemfrequenz > 20 Atemzige/min oder PaCO2 < 32 mmHg

- Leukozyten > 12.000 /mm3 oder < 4000/mm3, oder >10% unreife Zellformen

Sepsis: Der Patient erfillt die Bedingungen eines SIRS bei gleichzeitigem
Nachweis oder klinisch begriindetem Verdacht auf eine Infektion.

Schwere Sepsis: Der Patient erfiillt die Bedingungen einer Sepsis und es besteht
zusatzlich eine Organdysfunktion, arterielle Hypotension oder Minderperfusion.

Septischer Schock: Der Patient erfillt die Bedingungen einer Sepsis und ist trotz
adaquater Volumensubstitution hypoton (RR systolisch <90 mmHg). Zusatzlich
kénnen Perfusionsstérungen auftreten, die sich als Laktatazidose, Oligurie oder in
einer Beeintrachtigung des neurologischen Status manifestieren. Erhalt der
Patient vasokonstriktive Substanzen, kann die Phase der Hypotension nicht exakt
ermittelt werden. Der Patient wird somit als im septischen Schock betrachtet.

Abb.1: Definitionen von SIRS, Sepsis und septischem Schock laut der ACCP/SCCM
Consensus Conference 1992 (12)

Bei der Bekdmpfung von Infektionen nehmen die Zellen der unspezifischen Abwehr
eine Schliusselposition ein. lhre Hauptvertreter, polymorphkernige neutrophile
Leukozyten (PMNL) sind in der Lage sowohl Mikroorganismen zu eliminieren, als
auch im Rahmen der Wundheilung abgestorbenes Gewebe zu beseitigen. Um
diesen Aufgaben gerecht zu werden, sind sie zur Phagozytose von
Krankheitserregern und Debridement sowie der intrazellularen Abtétung der
aufgenommenen Mikroorganismen durch ein Arsenal hochwirksamer Substanzen

befahigt (32,46,58).

PMNL werden entweder direkt durch Bestandteile und Produkte eingedrungener
Mikroorganismen oder indirekt unter Vermittlung humoraler und zellul&rer Mediatoren
des Immunsystems aktiviert. Im Rahmen einer Sepsis erfahren sie auf diese Weise

eine Stimulation, welche das physiologische Mal3 weit tberschreiten kann (4,79).



Unter diesen Bedingungen koénnen PMNL neben ihren physiologischen sowie
anti-mikrobiellen Aufgaben auch eine pro-inflammatorische Wirkkomponente
entfalten, welche sich in einer exzessiven Freisetzung potenziell zytotoxischer

Substanzen auli3ert (6,22).

Diese durch Granulozyten induzierten Vorgange spielen sich hauptsachlich in der
Endstrombahn des Organismus ab und verursachen so eine generalisierte
Mikrozirkulationsstorung (33,49). Diese wird als eine der Hauptursachen fir die
Entwicklung von Organdysfunktionen bis hin zum septischen Multiorganversagen

betrachtet (s. Abb.2) (8).

«— Endo-/Ektotoxine —_,
direkt indirekt

-

zellulare humorale
Mediatoren

4

Storung der Mikrozirkulation

'

Organdysfunktion “MODS*

Organversagen “MOF*

Abb.2: Modell der Pathogenese des septischen Multiorganversagens
MODS: ,, Multiple Organ Dysfunktion Syndrome*,
MOF: ,Multiple Organ Failure”



1.3. Physiologie polymorphkerniger Leukozyten

Das Funktionsprinzip von Granulozyten, welches der Pathogenese des septischen
Multiorganversagens zu  Grunde liegt, kann vereinfacht als eine
Stimulus-Antwort-Reaktion beschrieben werden (s. Abb.3) (79). In Folge einer
Stimulation beinhaltet die Zellantwort polymorphkerniger Leukozyten zun&chst die
Diapedese, das Verlassen des Intravasalraumes, und anschlieRend das Auffinden
von Fremdorganismen im Gewebe mittels Chemotaxis. Am Ort einer Infektion erfolgt
die Kontaktaufnahme durch Adhérenz und nachfolgend die Aufnahme ins Zellinnere

mittels Phagozytose.

Stimulus

PMNL
Chemotaxis Zytokine
Adharenz 0O,-Radikale
Phagozytose Degranulation

Abb.3:  Stimulus-Antwort-Reaktion  als  Funktionsprinzip  polymorphkerniger
Leukozyten. Die durch Stimulation ausgeltste Zellantwort des PMNL umfasst eine Vielzahl
unterschiedlicher Schritte zur Eliminierung von pathogenen Fremdorganismen.
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Das antimikrobielle System polymorphkerniger Granulozyten kann in einen
sauerstoffunabhangigen sowie in einen sauerstoffabhangigen Teil gegliedert werden.
Das sauerstoffunabhangige antimikrobielle System umfasst die Wirkung von
Proteasen, die in den unspezifischen und spezifischen Granula des PMNL enthalten
sind. Die Bildung von hochreaktiven Sauerstoffradikalen aus molekularem Sauerstoff
in einer durch die NADPH-Oxidase katalysierten Reaktion bezeichnet man auch als
.fespiratory burst®. Dieses hochwirksame Arsenal an keimabt6tenden Substanzen
befahigt den Granulozyten zu einer effektiven Bekdmpfung von Krankheitserregern

(32,58).

1.4. Ambivalenz polymorphkerniger neutrophiler Leukozyten

Neben der im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Wirkung haben die von
PMNL primér zur Abtétung von Mikroorganismen produzierten Stoffe ein erhebliches
Potenzial korpereigenes Gewebe zu schadigen (6,9). Somit ist es von
herausragender Bedeutung, dass diese bakteriziden Substanzen ihre Wirkung zur
richtigen Zeit am richtigen Ort entfalten. Dies wird durch die Orientierung des aktiven
Zentrums der NADPH-Oxidase, dem Schlisselenzym fir die Bildung von reagiblen
Superoxidanionen, zum Extrazellularraum hin erreicht. Bei der Phagozytose
adharieren PMNL zunachst an den Fremdpartikel, umflie3en ihn und stilpen dabei
ihre Zellmembran nach innen um das zu phagozytierende Material herum ein.
Folglich bildet die AuR3enseite der Zellmembran nun die Innenseite des entstandenen
Phagosoms. So ist unter physiologischen Bedingungen eine gerichtete Abgabe der
potenziell zytotoxischen Stoffe in das Phagosom zu den darin aufgenommenen

Mikroorganismen garantiert (s. Abb. 4)(22,32,58).
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Sepsis

v

v

/ Adhasion \
Intrazellulare O,-Radikale Extrazellulare O,-Radikale
Abtdtung von Gewebeschaden

Mikroorganismen

Abb.4: Ambivalente Reaktionen von Granulozyten. Der Fahigkeit von PMNL zu
adhéarieren und reagible O,-Radikale zu bilden kommt eine ambivalente Bedeutung zu.
Einerseits ist die Adhasion von PMNL an Bakterien eine wichtige Vorraussetzung fur die
Aufnahme von Bakterien ins Zellinnere, andererseits fihrt die verstarkte Adhasion an die
GefalBwand zu einer gesteigerten extrazellularen Freisetzung von zytotoxischen
Superoxidanionen, welche durch die Schadigung von Zellen des GefalRendothels
Mikrozirkulationsstérungen verursachen.

Unter pathologischen Bedingungen hingegen, wie es im Verlauf einer Sepsis der Fall
ist, kann es durch eine exzessive Freisetzung von loslichen Entziindungsmediatoren
und bakteriellen Toxinen zu einer Uberstimulation polymorphkerniger neutrophiler
Leukozyten kommen. Bei den Stimuli handelt es sich um Lipopolysaccharide (LPS)
bzw. Endotoxine, Zellwandbestandteile gramnegativer Bakterien, die nach dem
Absterben von Mikroorganismen freigesetzt werden oder um Ektotoxine, Produkte

lebender Bakterien. Diese Toxine und die in Reaktion darauf vom Organismus in
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seinen humoralen und zellularen Mediatorsystemen gebildeten
Entzindungsmediatoren kbnnen von PMNL nicht phagozytiert werden und aktivieren
deshalb die membranstdndige NADPH-Oxidase direkt auf der gesamten
Zellmembran mit der Freisetzung der Superoxidanionen in den Extrazellularraum

(4,56).

Befindet sich der aktivierte PMNL in dieser Phase am falschen Ort, d.h. ist er gerade
dabei den Intravasalraum zu verlassen, dann fuhrt die Interaktion numerisch und
funktionell hochregulierter Adhasionsmolektle (z.B. 32-Integrine) nicht nur zu einer
weiteren Stimulation der Zellen (,outside-in signaling” (22,79)), sondern es kommt
auch zur Bildung eines mikroskopisch kleinen Raumes zwischen den
polymorphkernigen Leukozyten und den Endothelzellen, in den hinein abgegebene
reagible Superoxidanionen und Proteasen vor Antioxidantien und inhibitorischen
Enzymen aus dem Blutstrom geschutzt sind. So kbénnen die vom PMNL freigesetzten
Produkte ihre toxische Wirkung voll entfalten (13,33). Damit kommt der Fahigkeit von
PMNL zu adharieren und reagible Superoxidanionen zu bilden eine ambivalente
Bedeutung zu (s. Abb.4). Einerseits stellt die Adh&sion der PMNL an opsonierte
Bakterien eine wichtige Voraussetzung fur deren Aufnahme durch Phagozytose und
die nachfolgende Abtétung durch eine vorwiegend intrazellular ablaufende
Superoxidanionenproduktion dar, andererseits fuhrt die verstarkte Adh&sion an die
GefalBwand und die nachfolgende extrazellulare Freisetzung von zytotoxischen
Superoxidanionen zur Destruktion von Endothelzellen als Ursache flr

Gewebeschaden durch Beeintrachtigung der Mikrozirkulation.
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2. Fragestellung

Vor diesem pathophysiologischen Hintergrund einer ambivalenten Rolle der
Funktionen polymorphkerniger Leukozyten stellt sich die Frage, wie sich die
Fahigkeiten der Granulozyten Mikroorganismen abzutéten in Relation zu ihrer
Fahigkeit korpereigenes Gewebe zu schadigen bei der Sepsis in Abhangigkeit des

Schweregrades dieses Krankheitsbildes verandern.

In einer klinisch prospektiven deskriptiven Studie haben wir uns folgenden Fragen

zugewandt:

1. Wie verhalten sich im Vergleich zu den Granulozyten von gesunden Probanden
die mikrobiziden Funktionen von PMNL bei Patienten mit Sepsis, schwerer Sepsis

und septischem Schock?

2. Kommt es im Vergleich zu den PMNL von gesunden Probanden zu einer
Steigerung der potenziell gewebeschadigenden zytotoxischen Funktionen von

Granulozyten in Abhangigkeit des Schweregrades der Sepsis ?
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3. Material und Methodik

3.1. Allgemeine Grundlagen

Zur Klarung dieser Fragen haben wir Methoden etabliert, um Auskunft Gber die durch
partikulare Stimuli ausgelosten mikrobiziden Teilfunktionen, wie Adhasion,
Phagozytose und die mit der Phagozytose einhergehende intrazellulare
H.O,-Produktion zu erhalten. Ferner sollten durch die Reaktion der PMNL auf
I6sliche Entzindungsmediatoren Aussagen Uber die Kapazitadt von PMNL, potenziell
gewebeschéadigende, zytotoxische Funktionen zu aktivieren, (CD18 Expression und

extrazellularen H,O,-Produktion) gewonnen werden.

Opsonine <><><> © é
Ldsliche Stimuli
Zymosan % V%
Adhéarenz
Phagozytose
Mikrobiziditat ~ Or Gewebeschaden

Abb.5: Aktivierung von PMNL durch partikulére bzw. l6sliche Stimuli. Wahrend es nach
Phagozytose von Mikroorganismen zu einer gerichteten Abgabe von Superoxidanionen in
das neu gebildete Phagosom kommt, aktivieren humorale Stimuli (TNF, fMLP) die
NADPH-Oxidase auf der gesamten Zelloberflache mit der daraus resultierenden Sekretion
zytotoxischer Superoxidanionen in den Extrazellularraum.
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Die Rationale der von uns gewahlten Inkubationsbedingung zur ex vivo Analyse
mikrobizider und zytotoxischer Teilfunktionen wurde dabei malf3geblich durch die
Kenntnisse uber die Rolle des [32-Integrins CD11b/CD18 fur die mikrobiziden
Teilfunktionen polymorphkerniger Leukozyten bestimmt.

Vermittelt werden die in Abb. 4 und 5 als ambivalent in ihrer Bedeutung dargestellten
Funktionen der Adhéasion von PMNL an opsonierte Bakterien und an das
GefalRendothel eben u. a. auch durch die Interaktion von [32-Integrinen. Den
32-Integrinen gehdren die Komplementrezeptoren Typ 2 und 3 (CR2 und CR3) sowie
das Lymphocyte Function Associated Antigen-1 (LFA-1) an. Weitere Rezeptoren fir
Opsonine sind Fcy-Rezeptoren fur Immunglobuline und der Komplementrezeptor

Typ-1 (CR1) (s. Tab.1).

Tab.1l: Komplement und Immunglobulin Fc- Rezeptoren auf Phagozyten

Komplement und Immunglobulin Fc-Rezeptoren auf Phagozyten
Familie CD Liganden Affinitat
FcyRI CD64 IgG1, 1IgG3 hoch
FcyRIIA CD32 IgG1, 1IgG3 niedrig
FcyRIIIB CD16 IgG1, 1gG niedrig
CR1 CD35 C3b, C4b>iC3b
CR2 CD21 C3d
CR3 CD11b/CD18 iC3b, B-Glukan>C3b
CR4 (LFA-1) CD11c/CD18 iC3b, C3dg
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Beide Rezeptorklassen (Fcy-Rezeptoren und Komplementrezeptoren) vermitteln die
Kontaktaufnahme und initieren die Phagozytose sowie die Auslésung des
Lrespiratory burst”, sofern die zu eliminierenden Mikroorganismen zuvor entweder mit
Immunglobulinen oder Komplementspaltprodukten (C3b, C3bi) opsoniert worden sind
(62). Eine gegenseitige Verstarkung der Funktionen von Fcy-Rezeptoren und
Komplementrezeptoren ist moglich (57). Unter den Komplementrezeptoren aus der
Familie der [32-Integrine spielt das 32-Integrin CD11b/CD18 als Komplementrezeptor

Typ 3 eine herausragende Rolle (25).

CR3

Liganden-
bindungs-
region

CD11b CD18

000000\ |00/ 0000000
000000 | (00| 0000000

C- terminal

Abb.6: Komplementrezeptor Typ 3
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Ebenso wie die anderen 32-Integrine ist der Komplementrezeptor Typ 3 (CR3) ein
heterodimeres Glykoprotein, welches aus einer allen drei R2-Integrinen
gemeinsamen 3-Kette (CD18) und einer variablen a-Kette besteht, die im Falle des
CR3 als CD 11b bezeichnet wird (s. Abb.6). In der alteren Literatur wurde der CR3
auch als Mac-1 Antigen beschrieben (10,25).

Die dem Komplementrezeptor Typ 3 eigene a-Kette verfligt Uber zwei voneinander
unabhangige Bindungsregionen (s. Abb.7). Die dem N-terminalen Ende nahere
I-Domane ermdglicht durch die Interaktion mit ihren Liganden, dem
Komplementfaktor C3bi, ICAM-1, Fibrinogen sowie dem Faktor X, eine effektive

Adhé&sion an Fremdpartikel und GefalRendothelien (7,24).

IC3b
ICAM-1
Fibrinogen B-Glukane
X
N-terminal ¥ C-terminal
I-Domane Lektinbindungsstelle zytoplasmat. Region
Signalpeptid divalente transmembranale
Kationen Region
Bindungs-
region
Adhasion Phagozytose

O,-Produktion

Nach Ross RG, 1999

Abb.7: Struktureller Aufbau der a-Kette (CD11b): Das Molekul verfugt Gber zwei rdumlich
voneinander getrennte Bindungsregionen: Die am N-terminalen Ende lokalisierte I-Doméane
und die am C-terminalen Ende lokalisierte Lektinbindungsstelle (80,92).
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Neben der I-Doméne verfugt das CD11b-Molekil Gber eine Lektinbindungsstelle,
welche von Ross und Mitarbeitern in ihrem Aufbau und ihrer Funktion genauer
charakterisiert wurde (64,92). Diese Domane, die am C-terminalen Ende lokalisiert
ist, besitzt eine hohe Affinitat zu R-Glukanen, komplexen Zuckermolekdlen, die
vorzugsweise auf der Oberflache von Mikroorganismen zu finden sind (80,82).
Wahrend die I-Doméne lediglich die Adhérenz des PMNL an Strukturen (wie C3bi
opsonierte Bakterien oder endotheliale ICAMs) ermdglicht, ohne den PMNL zu
aktivieren (was im Falle der Adhasion der PMNL an das GefalRendothel sinnvoll ist),
fuhrt die Interaktion der Lektinbindungsstelle mit [3-Glukanen von Bakterien zur
Generierung eines den Phagozyten aktivierenden Signals, das nach intrazellular
fortgeleitet wird und so die Phagozytose des Fremdorganismus und seine
anschliel3ende intrazellulare Abtétung durch H,O, einleitet (91,93).

Neben dem Komplementrezeptor Typ 3 wurde vor kurzem von der Arbeitsgruppe um
Brown und Gordon mit dem Dectin-1-TLR2/6 Komplex ein weiterer Rezeptor fir
-Glukane identifiziert, bestehend aus Dectin-1 und den Toll-like Rezeptoren 2 und 6
(TLR2/6), welcher in seiner Bedeutung fur die Aktivierung von PMNL dem
Komplementrezeptor Typ 3 gleichzusetzen ist (14,15,34).

Dectin-1 wird wie der Komplementrezeptor Typ 3 als ,non Toll-like“ Rezeptor den
.pattern-recognition” Rezeptoren (PRR) zugeordnet. PRRs binden an eine Vielzahl
von fur Mikroorganismen typischen Antigenen, den ,pathogen-associated molecular
patterns® (PAMPs), welche auf Grund ihrer vitalen Bedeutung keiner Mutation
unterworfen, und somit sehr stabil sind. PRRs befahigen den Organismus durch die
Detektion von PAMPs, welchen auch [B-Glukane zugerechnet werden, ohne
Zeitverlust eine primare Zellantwort aus Phagozytose und der assoziierten
H,O,-Produktion zu generieren. Zudem fungieren sie durch die Produktion von

Zytokinen als Bindeglied zur adaptiven Immunabwehr (14).
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Dectin-1 ist beim Menschen vor allem auf der Oberflache von PMNL, Monozyten und
Makrophagen lokalisiert (16,75). Der Dectin-1-Rezeptor wird bedingt durch die
Orientierung seines N-terminalen Endes zum Zytoplasma und seines C-terminalen
Endes in den Extrazellularraum zu den transmembranalen Zellrezeptoren Typ |l
gerechnet (s. Abb.8). Auf Grund seiner Struktur wird er als ,C-Typ Lectine”

bezeichnet, einer Gruppe 14 unterschiedlicher Proteine, welche durch das

Vorhandensein einer oder mehrerer charakterisiert sind.

Dectin-1

C-terminal

C-type lectin-like domain

N-linked-glycosylation (CTLD)

~Stalk region”

000000 0000000

000000 0000000 transmembranale Region

ITAM

N-terminal

nach Brown GD 2006

Abb.8: Dectin-1 Rezeptor. Die Bindungsstelle des Dectin-1 Rezeptors fiir f-Glukane, die
.carbohydrate-recognition domain“ (CRD), ist in der ,C-type-lectin-like domain“ (CTLD)
lokalisiert, die durch einen Stiel variabler Lange (,stalk-region“) Uber die Zelloberflache
erhaben ist. Die intrazellulare Signalweiterleitung erfolgt durch den zytoplasmatischen Anteil
des Molekils, dem sog. ,immunoreceptor tyrosin-based activation motiv* (ITAM).
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Seine fur B-Glukane spezifische singulare Bindungsregion (,carbohydrate-recognition
domain“, CRD) ist durch einen ,Stiel* (,stalk-region’) von der Zellmembran
abgehoben (s. Abb.8) (14,34). Durch die Interaktion dieser Region an
B-Glukanstrukturen auf der Oberflache von Mikroorganismen bzw. Zymosan ist der
Dectin-1 Rezeptor selbstandig in der Lage, eine Zellantwort zu generieren, die aus
Phagozytose, der Bildung von Superoxidanionen sowie der Produktion
proinflammatorischer Zytokine besteht. Die Signaltransduktion ins Zellinnere erfolgt
durch die Phosphorylierung von Tyrosinkinasen, welche im zytoplasmatischen
Abschnitt die Interaktion des ,immunoreceptor tyrosin-based activation motiv* (ITAM)
mit der sog. ,spleen tyrosine kinase* (SYK) ausldsen (34,61).

Allerdings ist die Produktion von TNF-a, IL12 und moglicherweise IL2 an einen
weiteren Signalweg uber die simultane Bindung der Toll-like Rezeptoren 2 und 6
(TLR2/6) sowie CD14 gekoppelt (s. Abb.9). TLR2/6 besitzen nicht die Fahigkeit an {3-
Glukane zu binden. Der Ligand auf der Oberflache von Mikroorganismen bzw.
Zymosan, mit dem die TLR2/6-Rezeptoren interagieren, ist bisher nicht identifiziert.
(29).

Die Signaltransduktion durch TLR2/6 erfolgt durch das ,myeloid differentation
primary-response gene 88" (MyD88) und NF-kB (nuclear factor-kB). Die auf diesem
Weg gebildeten proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-12 entfalten ihre
Wirkung unter anderem in der Verstarkung der von Dectin-1 generierten Zellantwort

aus Phagozytose und ,repiratory burst” (29).
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Abb.9: Modell der Interaktion von Dectin-1 mit den Toll-like Rezeptoren 2 und 6. Durch
das im zytoplasmatischen Anteil lokalisierte ITAM ist der Dectin-1 Rezeptor selbstandig in
der Lage die Phagozytose eines Fremdorganismus, die daran assoziierte Bildung von H,O,
sowie die Ausschittung unterschiedlicher Zytokine einzuleiten. Fir die Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL12 (und evtl. IL2) ist zusatzlich die simultane
Detektion durch TLR2/6 und CD14 notwendig. TLR 2/6 induzieren Gber MyD88 und NF-kB
die Ausschittung von TNF-a und IL12 (IL2), welche die primar von Dectin-1 ausgeldste
Zellantwort weiter verstarken.

Basierend auf diesen gut dokumentierten zellbiologischen Funktionen ist es moglich
durch Verwendung von Partikeln, die reich an 3-Glukanstrukturen sind, die Bindung
an die Lectinbindungsstelle des Komplementrezeptors Typ 3 respektive an den
Dectin-1-TLR2/6-Komplex  und  die  dadurch  ausgelosten  mikrobiziden

Partialfunktionen selektiv zu prifen. Dies gilt insbesondere fur die von der
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3-Glukanbindungsstelle des CR3 bzw. vom Dectin-1-TLR2/6-Komplex ausgeldste
Phagozytose und die einhergehende intrazellular im Phagosom stattfindende
H,0,-Produktion (64).

In den vorliegenden Untersuchungen wurde, wie von der Arbeitsgruppe um Ross et
al charakterisiert, Zymosan - ein Produkt aus der Zellwand der Hefe Saccharomyces
cerevisiae - verwendet, welches einen hohen Anteil an -Glukanen aufweist. Erfolgt
die Durchfuhrung der Analyse der mikrobiziden Partialfunktion nach vorhergehender
Opsonierung der Zymosanpartikel, so ergeben die Resultate im Vergleich zur
Verwendung von nicht-opsoniertem Zymosan Aufschluss lber die Verstarkung der
von den B-Glukanrezeptoren (CR3 und Dectin-1-TLR2/6) abhangigen Funktionen
durch Opsonine (C3b, C3bi und reaktive Immunglobuline der IgG Klasse). Die
Analysen mikrobizider und zytotoxischer Granulozytenfunktionen wurden mit Hilfe

der Durchflusszytometrie durchgefthrt.

3.2. Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer sind optische Messgerate, welche Streulicht und
Fluoreszenzsignale einzelner Zellen detektieren kdnnen und so Ruckschlisse auf
deren Herkunft sowie intrazellulare Stoffwechselvorgange erlauben. Zu diesem
Zweck wird eine Suspension von Zellen im ,Gansemarsch* durch den Lichtstrahl
eines Lasers geleitet. Hierbei entsteht abhangig von deren Groél3e, Querschnittsflache
und Granularitat Streulicht, bei fluorochrommarkierten Zellen durch die Absorption
energiereicher Strahlen Lichtemissionen niedrigerer Wellenldngen (Fluoreszenz).
Das optische System des Durchflusszytometers erfasst in einem Winkelbereich
zwischen 0° und 10° die entstandene Vorwartslichtstreuung (“Forward Angel Light
Scatter” [FSC]) sowie die Seitwartslichtstreuung (Side Scatter [SSC]) in einem Winkel

von 90°. Unterschiedliche Zellpopulationen lassen sich so auf Grund ihrer
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spezifischen physikalischen Eigenschaften voneinander abgrenzen. Intrazelluléare
Stoffwechselvorgange konnen durch die Verwendung fluoreszierender Substrate
untersucht werden. Der verwendete Geratetyp (Becton Dickinson FACScan,
Argonlaser, 15 mW, Erregerwellenlange 488 nm, Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland) erlaubt dabei quantitative Messungen von Fluoreszenzlicht
mit drei unterschiedlichen Wellenbereichen (FI1: 515 - 445 nm, FI2: 564 - 606 nm,
FI3: > 650 nm). Eine gesamte Analyse besteht demnach aus der Summe aller
aufeinander folgenden Einzelmessungen.

Die zunachst im logarithmischen Modus gewonnenen Rohdaten wurden mit der
Software FACScan Research (Version 2.1, 1989) ausgewertet. In Vorversuchen aus
im logarithmischen sowie im linearen Modus paarweise durchgefiihrten Messungen
mit Kalibrationspartikeln (CaliBRITE ™ 3, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland) konnte eine Regressionskurve mit der Formel y = e %01124'%

abgeleitet
werden. Durch die Anwendung der Formel auf die logarithmischen Rohdaten wurden
diese in den linearen Modus Uberfiihrt und weiter ausgewertet. Einen Uberblick der

gewéhlten Gerateeinstellungen fur die Erfassung der Adharenz und Phagozytose,

der H,O»-Produktion und der 32-Integrinexpression geben die Tabellen 2-4.



24

Tab.2: Gerateeinstellung zur quantitativen Erfassung von Adharenz und Phagozytose

FSC SSC FL1 FL2 FL3
Detector EOO 323 299 459 404
Amplifier Gain 1,00 1,62 LOG LOG LOG
Data Mode Linear Linear Log Log Log
Treshold : 156
FL1-%FL2 FL2-%FL1 FL2-%FL3 FL3-%FL2
Compensation 0.0% 0.0% 0.0% 0,0%
Tab.3: Gerateeinstellung zur Messung der H,O,-Produktion
FSC SSC FL1 FL2 FL3
Detector EOO 323 513 459 404
Amplifier Gain 1,07 1,00 LOG LOG LOG
Data Mode Linear Linear Log Log Log
Treshold : 164
FL1-%FL2 FL2-%FL1 FL2-%FL3 FL3-%FL2
Compensation 0.0% 0.0% 0.0% 0,0%
Tab.4: Geréteeinstellung zur Bestimmung der B2-Integrinexpression
FSC SSC FL1 FL2 FL3
Detector EOO 300 760 550 450
Amplifier Gain 1,25 1,25 5,00 Log Log
Data Mode Linear Linear Linear Log log
Treshold : 152
FL1-%FL2 FL2-%FL1 FL2-%FL3 FL3-%FL2
Compensation 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
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3.3. Praparation leukozytenreichen Plasmas und allgemeine
Versuchsbedingungen

Fur die Durchfuihrung aller Tests wurden 3ml Vollblut aus einer peripheren Vene, falls
vorhanden aus einem zentralen Venenkatheter oder einer arteriellen Verweilkanule
entnommen und heparinisiert (10 IE/ml Heparin). Humane Leukozyten (2x10°
Zellen/ml)  wurden anschlieRend mittels  spontaner  diskontinuierlicher
Dichtegradientensedimentation bei Raumtemperatur isoliert (Ficoll-Histopaque,
Dichte 1077g/l, Sigma, Deisenhofen, Deutschland).

Als Tragerlésung fur alle folgenden Versuche wurde HBSS verwendet (Hank’s
balanced salt solution). HBSS-Trockenpulver (Hank’s balanced salt solution without
phenol red Nr.1387, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) wurde
mit 5ml Hepes (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N‘-(2-ethanesulfonic)acid, Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) aufgel6st und einem Liter Aqua
dest. zugegeben. Der pH-Wert wurde auf 7,40 eingestellt. Die Inkubation der Proben
erfolgte in Polypropylenréhrchen, die wahrend der gesamten Dauer der Versuche auf
37°C temperiert wurden (Blockthermostat Grant Instruments, Cambridge, GB). Alle
Stoffwechselvorgange wurden nach Beendigung der Versuche durch die Lagerung
der Proben in Eiswasser gestoppt. Eisgekuhlt waren die Ansatze bis zur Messung
am Durchflusszytometer fir 90min stabil. Die Identifizierung der Zellpopulationen von
Monozyten, Lymphozyten und polymorphkernigen Leukozyten war durch die
unterschiedliche Vorwarts (FSC)- und Seitwartslichtstreuung (SSC), bedingt durch
voneinander abweichende physikalische Eigenschaften, erméglicht. Nach jedem

Arbeitsschritt war das Durchmischen der Proben obligatorisch.
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3.4. Praparation von nicht-opsoniertem und opsoniertem Zymosan

100mg trockenes Zymosan (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) wurden zunachst
in einer Konzentration 10mg/ml in 0,9%iger NaCl fir 2min gekocht und anschliel3end
fur 15min im Ultraschallbad (Bandelin Sonorex Super RK 510H, Bandelin Elektronik,
Berlin, Germany) behandelt. Nach zweimaligem Waschen mit NaCl 0.9% wurden die
Partikel in 100ml HBSS resuspendiert. Durch Sedimentieren wurden grol3e
Prazipitate abgetrennt, anschlieRend der Uberstand gewonnen und bei 5000“G*
zentrifugiert.

Nach Bestimmung des Nassgewichtes wurden die Zymosanpartikel in HBSS
resuspendiert und in einer Konzentration von 10mg/ml bei einer Temperatur von
minus 80°C gelagert.

Die Fluoreszenzmarkierung der Partikel erfolgte durch einstiindige Inkubation von
10mg (Nassgewicht) Zymosan in 1ml NaHCO3 (Konzentration 0,1 mol/l, pH=8.5) mit
0,85mg Fluos (Roche Diagnostik GmbH, Mannheim, Germany) gel6ést in 850l
Dimethylsulfoxyd (Fa. Merck, Darmstadt, Germany). Nach viermaligem Waschen mit
0,9%iger NaCl wurde das Pellet in HBSS resuspendiert und in einer Konzentration
von 10mg/ml bei minus 80°C bis zur Messung gelagert.

Um ein Agglutinieren der Partikel zu vermeiden, wurden die Proben vor jeder
Messung erneut im Ultraschallbad behandelt. Die Praparation von Plasma-
opsoniertem Zymosan erfolgte durch die Inkubation der Partikel in autologem Plasma
far 30min. Im Anschluss wurden die Proben zweimal in HBSS gewaschen.

Da freie, nicht ingestierte FITC-markierte Zymosanpartikel ihre Fluoreszenskraft
durch Erniedrigung des pH-Wertes unter 4 verlieren (35), war nach Versuchende
durch die Zugabe von HCL eine Differenzierung zwischen extrazellularen bzw.

adharierten und phagozytierten Zymosanpartikeln zuverlassig maglich.
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3.5. Quantitative Erfassung von Adharenz und Phagozytose polymorphkerniger
Leukozyten

Die Messung wurde in zwei parallelen Ansatzen fir nicht-opsonierte sowie flr mit
autologem Plasma opsonierte Zymosanpartikel durchgefiihrt. (s. Abb.10/Tab.5)
Zunachst wurden PMNL bei 37°C fur 10min in HBSS vorinkubiert. Anschlie3end
wurden FITC(Fluoresceinthioisocyanat)-markierte = Zymosanpartikel jeweils im
Partikel- zu Zellverhaltnis 10:1 zugegeben und fur 30min mit den PMNL inkubiert.
Nach der Lagerung der Proben auf Eis wurde der prozentuale Anteil von
fluoreszierenden Zellen am Durchflusszytometer bestimmt. Die Abgrenzung von
ungebundenen Zymosanpartikeln war durch die um mehrere Zehnerpotenzen
groRere Vorwarts- und Seitwartslichtstreuung von PMNL gewahrleistet. In einer
zweiten Messung wurde nach der Zugabe von HCI der Prozentsatz der PMNL, die
Zymosanpartikel phagozytiert hatten, bestimmt. Der Anteil der PMNL die
ausschlief3lich an Zymosan adhariert hatten wurde aus der Differenz des Anteils

fluoreszenz-positiver Zellen bei pH 7.4 und bei pH < 4 wie folgt errechnet:

% Phagozytose = % der FL1-positiven PMNL nach Zugabe von HCL
% Adhéasion = % der FL1-positiven PMNL vor Zugabe von HCL minus % der FL1-

positiven PMNL nach Zugabe von HCL
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Abb.10: Monitoring von Adharenz und Phagozytose. Die Inkubation von PMNL erfolgt in
zwei parallelen Ansatzen mit nativem bzw. opsoniertem, FITC-markiertem Zymosan. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wird in einer ersten Messung der Anteil der PMNL erfasst,
die sowohl adhériert als auch phagozytiert haben. Durch die Absenkung des pH unter 4
verlieren freie, nicht phagozytierte Zymosanpartikel ihre Fluoreszenzkraft. Somit kann in
einer zweiten Messung der Prozentsatz der Zellen, die ausschlie3lich phagozytiert haben,
detektiert werden. Der Anteil der Adh&sion wird wie im Abschnitt 2.5. beschrieben berechnet.

Tab.5: Inkubationsschema zum Monitoring von Adharenz und Phagozytose

Omin 10min 40min

37°C 37°C 4°C (Lagerung auf Eis)

0,5ml HBSS + FITC markierte 1. Messung am FACS-Zytometer
Zymosanpartikel

+ 10ul nicht opsoniert + 10 pl HCL

leukozytenreiches 2. Messung am FACS-Zytometer

Plasma

0,5ml HBSS + FITC markierte 1. Messung am FACS-Zytometer
Zymosanpartikel

+ 10ul opsoniert + 10 pl HCL

leukozytenreiches 2. Messung am FACS-Zytometer

Plasma

PMNL werden nach 10 min in auf 37°C temperiertem HBSS fliir 30 min in zwei parallelen
Ansatzen mit nativen bzw. opsonierten, FITC-markierten Zymosanpartikeln inkubiert.
Anschlie3end erfolgt die Unterbrechung aller Stoffwechselvorgange durch die Lagerung auf
Eis und die Messungen am FACS-Zytometer jeweils vor und nach der Zugabe von HCL.
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3.6. Bestimmung der Phagozytose-assoziierten H,O,-Produktion
polymorphkerniger Leukozyten

Der Nachweis der intrazellularen H,O»-Produktion von Granulozyten erfolgt durch die
Oxidation des nichtfluoreszierenden Indikators Dihydrorhodamin 123 (DHR), zu
grunfluoreszierendem Rhodamin. Die am Durchflusszytometer gemessene Intensitat
der Grinfluoreszenz ist ein Mal3 fiir die respiratorische Burstaktivitat, ausgeldst durch
die Phagozytose von Zymosan (67,85). Die Endkonzentration des zugesetzten
Dihydrodamin 123 (MoBiTec GmbH, Gottingen, Deutschland, 1,1mM geldst in DMF

(Dimethylformamid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)), mit

welcher die Zellen fir 10min bei 37°C vorinkubiert wurden, betrug 10-6M
(s. Abb.11/Tab.6). AnschlieBend wurden die polymorphkernigen Leukozyten flr
30min mit nicht-opsoniertem Zymosan im Partikel- zu Zellverhéaltnis 10:1 stimuliert.
Ein zweiter Ansatz wurde analog mit opsonierten Zymosanpartikeln durchgefihrt. Im
Anschluss erfolgte die Lagerung der Proben bis zur Messung am

Durchflusszytometer auf Eis.
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Abb.11: Monitoring der Phagozytose-assoziierten H,O,-Produktion. Die intrazellulare
H,O,-Produktion als Reaktion auf die Inkubation der PMNL mit nativen bzw. opsonierten,
nicht markierten Zymosanpartikeln, kann durch die Verwendung von Dihydrorhodamin 123
(DHR) am FACS-Zytometer quantitativ erfasst werden. Die Intensitat der Fluoreszenz des
aus DHR in Anwesenheit von H,O, gebildeten Rhodamin entspricht der respiratorischen
Burstaktivitat.

Tab.6: Inkubationsschema zum Monitoring der Phagozytose-assoziierten
H,O,-Produktion.

Omin 10min 40min
37°C 37°C 4°C (Lagerung auf Eis)
0,5ml HBSS
. + Zymosanpartikel Messung am
+ 10ul leukozytenreiches nicht opsoniert FACS-Zytometer
Plasma
+ 5ul DHR
0,5ml HBSS
. + Zymosanpartikel Messung am
+ 10ul leukozytenreiches opsoniert FACS-Zytometer
Plasma
+ 5yl DHR

PMNL werden fir 10 min in auf 37°C temperiertem HBSS mit DHR vorinkubiert und
anschlieBend in zwei parallelen Ansatzen mit nativen bzw. opsonierten, nicht markierten
Zymosanpartikeln versetzt. Nach 30 min werden alle Stoffwechselvorgange bis zur Messung
am FACS-Zytometer durch die Lagerung auf Eis gestoppt.
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3.7. Bestimmung der durch l6sliche Stimuli induzierten potenziell
zytotoxischen H,O»-Produktion

Zunachst wurden die polymorphkernigen Leukozyten bei 37°C mit Dihydrorhodamin
(DHR) vorinkubiert. Zur Messung des Potenzials von Granulozyten, kdrpereigenes
Gewebe zu schéadigen, wurden die Zellen anschlieRend mit dem rezeptorabhangigen
TNF-a und dem synthetischen Polypeptid fMLP stimuliert. Die Inkubation mit den
Stimuli wurde in drei getrennten Ansétzen, fur fMLP alleine, fur fMLP in Kombination
mit TNF-a sowie ohne jeden Stimulus durchgefthrt (s. Tab.7). Durch die Aktivierung
der membranstandigen NADPH-Oxidase werden Superoxidanionen vorwiegend nach
extrazellular sezerniert, die spontan zu langerlebigem H,O, dismutieren. H,O, ist
Zellmembran-permeabel und diffundiert in Folge nach intrazellular zurick. Dort
oxidiert es das sich in der Zelle befindliche Dihydrorhodamin zu
grunfluoreszierendem Rhodamin, welches am FACS-Zytometer quantitativ erfasst
werden kann (s. Abb.12). Nach der Inkubation erfolgten die Zugabe von

Propidiumjodid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland,

Endkonzentration 3x10-9M) zur Gegenfarbung abgestorbener Zellen (FI3) und die

rasche durchflusszytometrische Messung der auf Eis gelagerten Proben (66).
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Abb.12: Monitoring spontaner und durch lésliche Stimuli induzierter H, O,-Produktion.
In drei parallelen Ansatzen wird die spontane, sowie die H, O,-Produktion nach Inkubation
mit fMLP bzw. fMLP in Kombination mit TNF-a erfasst. Durch die direkte Aktivierung der
membranstandigen NADPH-Oxidase werden Superoxidanionen zunadchst vorwiegend nach
extrazellular sezerniert. Dort dismutieren sie spontan zu langerlebigem H,O,, welches
daraufhin nach intrazellular zuriickdiffundiert. Das sich in der Zelle befindliche DHR wird zu
Rhodamin oxigeniert, dessen Griinfluoreszenz am FACS-Zytometer quantitativ erfasst wird.

Tab.7: Inkubationsschema zum Monitoring der spontanen und durch l6sliche Stimuli
induzierten H, O,-Produktion.

Omin 5min 10min 25min
37°C 37°C 37°C 4°C
je Iml HBSS ohne Stimulus
Lagerung auf Eis

+ 10yl i

leukozytenreiches + 10ul TNF-a + 10ul fMLP + 10u PI

Plasma

+ 10ul fMLP Messung am FACS

+ 10pl DHR

Die Erfassung der respiratorischen ,Burstaktivitat* erfolgt neben einer Kontrolle ohne jeden
Stimulus in Ansatzen mit fMLP bzw. mit fMLP in Kombination mit TNF-a. Nach 10 min
Vorinkubation der PMNL mit DHR in auf 37° temperiertem HBSS erfolgt die Zugabe von
TNF-a, nach weiteren 5 min die von fMLP. Nach 15 min Inkubation wird der Versuch durch
die Lagerung der Proben auf Eis gestoppt. Die Gegenfarbung abgestorbener Zellen erfolgt
durch die Zugabe von Propidiumjodid (PI).
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3.8. Quantitative Erfassung von Immunglobulinen und der Aktivierungswege
des Komplementsystems

Immunglobuline neutralisieren und agglutinieren pathogene Mikroorganismen und
ihre toxischen Komponenten durch spezifische Bindung an deren Antigene und sind
durch Opsonisation Vermittler mit nicht-antigenspezifischen Effektorzellen wie
Phagozyten und naturlichen Killerzellen (vgl. Abschnitt 3.1). Des Weiteren aktivieren
Immunglobuline der Klassen IgG und IgM durch Antigen/Antikdrperkomplexe den
klassischen, das Immunglobulin IgA den alternativen Weg des Komplementsystems.
Die beiden Aktivierungswege muinden in eine gemeinsame Endstrecke (terminaler
Reaktionsweg), welcher Uber die Bildung von Membranporen die Zytolyse von
Fremdorganismen auslost. Die vor allem auf dem klassischen Aktivierungsweg
gebildeten Komplementspaltprodukte C3b, iC3b und C4b zahlen ebenfalls zu den
Opsoninen und sind als Liganden der Komplementrezeptoren an der Initilerung von
Adhérenz, Phagozytose und des ,respiratory burst” beteiligt (58) (vgl. Abschnitt 3.1).
Die Immunglobuline der Klassen IgG, IgA und IgM wurden routinemafig in der
klinischen Chemie des Klinikums Grof3hadern bestimmt.
Um die Aktivitat des klassischen Aktivierungsweges des Komplementsystems zu
erfassen wurde der CH100-Wert ermittelt. Er gibt Auskunft Uber die Fahigkeit des
untersuchten Serums, mit Antikdrpern vom Hasen behandelte Schaferythrozyten zu
lysieren. Alle neun Komponenten (C1 bis C9) des klassischen Aktivierungsweges
sind Voraussetzung fur einen im Normbereich liegenden CH100-Wert (392-
1019IE/ml). Ein CH100-Wert von 400 steht flr eine 100%ige Lyse der opsonierten
Schaferythrozyten durch das getestete Serum in einer Verdinnung von 1:400.
Analog wurde die Aktivitat des alternativen Aktivierungsweges (AP100) durch die

Erfassung der Lyse von nicht-opsonierten Hasen-Erythrozyten bestimmt (2,86).
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3.9. Bestimmung der B2-Integrinexpression

Blutproben wurden nach zweimaligem Waschen mit eisgekihlter HBSS-L6sung auf
ihren Ausgangshamatokrit resuspendiert. Nach der Inkubation von je 20ul
Zellsuspension mit 20ul Fluoreszeinisothiozyanat(FITC)-markierten, monoklonalen
Antikérpern (zur Verfigung gestellt von Dr. K.-E. Arfors, Experimental Medicine
Incorporation, New Jersey, Priceton, USA) wurden die Erythrozyten lysiert (FACS—
Lysing Solution, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Die Messung am
Durchfusszytometer wurde nach erneutem Waschen der Proben mit eisgekunhlter
HBSS-L6sung durchgefuhrt. Von einer spezifischen Bindung wurde dann
ausgegangen, wenn das Fluoreszenzsignal einer markierten Zelle gré3er war als der
Schwellenwert, unter dem die Signale von 99% aller unspezifischen Bindungen
lagen. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindungen wurden PMNL nach
Vorinkubation mit unmarkierten Antikdrpern in 50-facher Konzentration mit

markierten Antikérpern versetzt (76).

3.10. Studiendesign und Patientenkollektiv

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine deskriptive Studie mit 50
gesunden, freiwilligen Probanden und 60 Patienten andasthesiologischer und
chirurgischer Intensivstationen (Stationen H2 und FO des Klinikums Grof3hadern,
Minchen; Chirurgische Intensivstation [Station 65] der Chirurgischen Klinik und
Poliklinik Innenstadt, Minchen). In die Studie wurden volljahrige, geschaftsfahige
Patienten und Probanden nach Aufklarung und Einverstandniserklarung
aufgenommen. War die Zustimmung zur Teilnahme an der Studie durch nicht
geschaftsfahige Patienten nicht mdglich, so wurde der mutmalfliche Wille bei deren

Angehdrigen oder gesetzlichen Vertretern eingeholt.
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Die Patienten wurden nach den klinischen Kriterien der ACCP/SCCM Consensus
Conference der Society of Critical Care Medicine (12) in Gruppen mit Sepsis (n=15),
schwerer Sepsis (n=12) und septischem Schock (n=33) eingeteilt. Fir alle Patienten
wurden im Routinelabor der klinischen Chemie CRP, PCT, IL6, Laktat, Serumbilirubin
und Serumkreatinin bestimmt, des Weiteren der Katecholaminbedarf erfasst und der
Apache-Il Score berechnet.

Kriterien, die zum Ausschluss aus der Studie fuhrten, waren ein Alter unter 18
Jahren, ein bestehende Schwangerschaft, eine Behandlung mittels ECMO, sowie
eine bestehende Intoxikation. Eine Immunsuppression infolge der Therapie mit
Steroiden, PGl,, PGE/,, Pentoxifyllin oder Theophyllin, sowie Erkrankungen aus dem
leukdmischen Formenkreis, finale Tumorleiden, Organtransplantationen und

nachgewiesene HIV-Infektionen flhrten ebenfalls zum Ausschluss.

3.11. Statistik

Die deskriptive und vergleichende Statistik erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
10.5, 2003. Nach Prufung auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
wurden nicht normal-verteilte, unverbundene Stichproben mit Kruskal-Wallis und
post-hoc Mann-Whitney Test und normal-verteilte Stichproben mit ANOVA und post-
hoc Students T-Test auf Unterschiede gepruft. Im Falle verbundener Stichproben
wurde bei nicht vorliegender Normalverteilung ein Friedmann-Test mit post-hoc
Wilcoxon Test und bei gegebener Normalverteilung ein  ANOVA fur
Messwiederholungen mit  post-hoc  paired  T-test durchgefihrt. Bei
Mehrfachvergleichen erfolgte eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferoni.
Die Daten sind als Mittelwerte * Standardfehler dargestellt. Die Signifkanzniveaus

wurden im Sinne einer einseitigen Fragestellung angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientengruppen

Die Patientengruppen sowie die Gruppe der gesunden Probanden waren
vergleichbar bezlglich Kérpergewicht und Altersstruktur (s. Tab.8). Die Dauer der
Sepsis in den Patientengruppen war ahnlich und lag bei etwa 27 Stunden (keine

signifikanten Unterschiede).

Tab.8: Charakteristik gesunder Probanden und septischer Patienten

Gesunde Einfache Sepsis Schwere Septischer
Probanden () Sepsis (I1) Schock (ll1)
(n=50) (n=15) (n=12 (n=33)
Alter 56.8+1.9 54.3+5.3 61.4+57 61.4+3.3
(Jahre)
Geschlecht 18/32 9/6 5/7 12/21
(w/m)
Dauer der - 26.6+7.5 27.7+3.0 26.5+3.0
Sepsis (h)
MW + SEM

4.2. Klinische Parameter

Zur Evaluierung der Einteilung der Patienten nach den Kriterien der ACCP/SCCM in
Gruppen wurden zusatzlich Entzindungsparameter, organspezifische Laborwerte,
der Katecholaminbedarf und der APACHE-II Score erfasst (s. Tab.9)

Steigende Werte von Serumbilirubin, Serumkreatinin und Laktat, letzteres als Mal3
fur anaeroben Stoffwechsel, zeigten sich mit zunehmender Schwere der Erkrankung.
Parallel hierzu verhielten sich die Entztindungsparameter CRP, PCT und IL-6. Des
Weiteren ergaben sich bei zunehmender Schwere der Sepsis ein erhoéhter

Katecholaminbedarf und steigende Werte des Apache-Il Scores. Signifikanzniveau
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(p<0,05) gegenuber den Werten fur einfache Sepsis wurden fir den
Noradrenalinbedarf sowie fur den Apache-Il Score im Stadium der schweren Sepsis
erreicht. Bei Patienten im septischen Schock galt dies sowohl fir den Apache-ll
Score, als auch fur PCT, IL6, Serumkreatinin, Laktat und den Noradrenalinbedarf.
Die Werte fur IL6, Laktat, den Noradrenalinbedarf sowie fiir den Apache-Il Score der
Patienten im septischen Schock waren gegenuber den Werten der Patienten mit

schwerer Sepsis signifikant erhéht (p<0,05).

Tab.9: Klinische Parameter der Patientengruppen

Referenz- Einfache Schwere Septischer
wert Sepsis Sepsis Schock
(n=15) (n=12) (n=33)
Noradrenalin (mg/h) - 0.2+0.1 0,6 +0,2* 1,7 £ 0, 2% ***
Apache-ll - 76+1.1 151 +£1.5* 26.5 +£ (0,9 ** ***
CRP (mg/dl) <05 146 +15 18.7 £ 3.0 23.1+19
PCT (ng/ml) <0.6 3.7+1.7 11.7+94 13.2+6.9*
IL-6 (pg/ml) <12.5 105.7 £ 32.1 209.9 £+ 76.7 817.4 +512.6
*%k kk*k
Serumkreatinin (mg/dl) <1,1 0.9+0.1 1.1+£0.1 1.6 £ 0.2**
Serumbilirubin (mg/dl) <1,1 1.2+0.2 1.2+£0.3 19+0.3
Laktat (mmol/l) 1,2-21 0.9+0.1 1.3+£0.3 3.0 £ 0.9%* ***

MW + SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-U-Test:

einfache Sepsis, *** p<0.05 versus schwere Sepsis

** p<0.05 versus
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4.3. Adharenz und Phagozytose von Zymosan

Die Fahigkeit polymorphkerniger Leukozyten an nicht-opsoniertes Zymosan zu
adharieren war in allen Patientengruppen im Vergleich untereinander und im
Vergleich zu gesunden Probanden unverandert.

Die Phagozytosefahigkeit von Granulozyten der Patienten im septischen Schock war
im Vergleich zur Gruppe der gesunden Probanden und zur Gruppe der Patienten mit

schwerer Sepsis signifikant reduziert (p<0,05) (s. Abb.13).
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Abb.13: Adharenz und Phagozytose von Zymosan

[_1 gesunde Probanden (n=51),[_] einfache Sepsis (n=15), [ schwere Sepsis (n=12), Il
septischer Schock (n=33). MW + SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-U-
Test: * p<0.05 versus gesunde Probanden , **p<0.05 versus einfache Sepsis,
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4.4. Adharenz und Phagozytose von opsoniertem Zymosan

Nach Opsonisation der Zymosanpartikel stieg die Fahigkeit von PMNL zu adharieren in
den Gruppen der Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock im Vergleich zur
Gruppe der gesunden Probanden signifikant an (p<0,05) (s. Abbl4). Der Vergleich
beziglich der Fahigkeit opsoniertes Zymosan zu phagozytieren ergab fir die Gruppe der
Patienten mit einfacher Sepsis bzw. septischem Schock eine signifikante Zunahme
gegenuber den gesunden Probanden (p<0,05).

Der bei Patienten im septischen Schock zu beobachtende Verlust der
Phagozytosefahigkeit von nativem Zymosan (s. Abb.13) konnte bei Verwendung von

opsonierten Partikeln somit vollstandig kompensiert werden (s. Abb.14).
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Abb.14: Adharenz und Phagozytose von opsoniertem Zymosan

[_] gesunde Probanden (n=51),[] einfache Sepsis (n=15), [ schwere Sepsis (n=12), W
septischer Schock (n=33). MW + SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-
U-Test: * p<0.05 versus gesunde Probanden
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4.5. Phagozytose-assoziierte H,O,-Produktion

Der Vergleich der spontanen Wasserstoffperoxidproduktion ergab zwischen den
gesunden Probanden und den Patienten keinen Unterschied (s. Kontrolle Abb.15).
Nach Stimulation der PMNL mit nativem Zymosan zeigte sich fur Patienten mit
schwerer Sepsis sowie mit septischem Schock ein signifikanter Rickgang der
Phagozytose-assoziierten  H,O»-Produktion  gegeniber der  Gruppe  mit
unkomplizierter Sepsis (p<0,05). Durch die Opsonisation der Zymosanpartikel konnte
die verminderte intrazellulare H,O»-Produktion, die in der Testreihe mit nativem
Zymosan bei Patienten im septischen Schock auftrat, kompensiert werden (keine

signifikanten Unterschiede in der Testreihe mit opsoniertem Zymosan) (s. Abb15).
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Abb.15: Phagozytose-assoziierte H,O,-Produktion

[_] gesunde Probanden (n=51),[] einfache Sepsis (n=15), [ schwere Sepsis (n=12), 1l
septischer Schock (n=33). MW + SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-
U-Test: **p<0.05 versus einfache Sepsis



41

4.6. Immunglobuline und Aktivitat des klassischen und alternativen
Komplementsystems

Fur die Aktivitat des klassischen (CH100: total hemolytic complement) und des
alternativen Weges des Komplementsystems (AP100: alternative pathway) im
Plasma zeigten sich im Vergleich zu gesunden Probanden in den Patientengruppen
mit zunehmender Schwere der Sepsis verminderte Aktivitdtswerte (s. Tab.10).
Signifikanzniveau konnte fir CH100 im Stadium der einfachen Sepsis, bzw. des
septischen Schocks erreicht werden (p<0,05). Die Aktivitdit des alternativen
Aktivierungsweges (AP100) war fur Patienten im septischen Schock im Vergleich zu

Gesunden und Patienten mit schwerer Sepsis signifikant reduziert (p<0,05).

Tab.10: Aktivitat des alternativen bzw. des klassischen Aktivierungsweges des
Komplementsystems

Referenzwert Gesunde Einfache Schwere Septischer
Probanden Sepsis Sepsis Schock
CH100 (392-1019 1140 £ 27 913+ 76 * 963 + 90 900 + 49 *
IE/ml)
AP100 (66-129%) 128+ 1 121 +6 129+ 3 113 £ 4 * ***

MW =+

gesunde Probanden, *** p<0.05 versus schwere Sepsis

SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-U-Test: * p<0.05 versus
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Bei der quantitativen Erfassung der Immunglobuline wurden fur IgG und IgM
signifikant verminderte Werte in allen Patientengruppen im Vergleich zu gesunden

Probanden festgestellt (p<0,05) (s. Tab.11). Bei der Bestimmung von IgA konnten
keine signifikanten Unterschiede der Patientengruppen untereinander sowie im

Vergleich mit den gesunden Probanden ermittelt werden.

Tab.11: Immunglobuline gesunder Probanden und septischer Patienten

Referenzwert Gesunde Einfache Schwere Septischer
Probanden Sepsis Sepsis Schock
IgG (7-169/1) 9,9+0,3 6,4+£09* 75+12* 52+04*
IgA (0,7-4g/l) 16x0,1 2,2+05 2,1+0,3 2,1+0,3
IgM (0,4-2,3g/1) 1,2+0,1 0,8+0,1* 0,6+0,1* 0,6 +0,1 *

MW £ SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-U-Test: * p<0.05 versus
gesunde Probanden

4.7. Numerische Expression von B2-Integrinen auf PMNL

Gegenuber gesunden Probanden war die Expression von [32-Integrinen bei Patienten
mit Sepsis signifikant erhoht und zeigte eine mit dem Schweregrad der Sepsis

ansteigende Tendenz (s.Tab.12).

Tab.12: Expression von B2-Integrinen

Gesunde Einfache Sepsis | Schwere Sepsis Septischer

Probanden Schock
B2-Integrine 28,2+2,9 428+28* 49,8+55* 53,7+5,8*
(rel. Fl. Einh.)

MW £ SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-U-Test: * p<0,05 versus
gesunde Probanden
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4.8. H,O,-Produktion nach Aktivierung von PMNL mit |6slichen Stimuli

In der Kontrollreihe ohne Stimulation der Zellen ergab sich parallel zur zunehmenden
Schwere der Sepsis eine Steigerung der spontanen H,O»-Produktion der PMNL
(s. Kontrolle Abb.16). Die Werte fir Patienten im septischen Schock waren
gegenuber der Gruppe der Gesunden sowie der Gruppe der Patienten mit einfacher
Sepsis signifikant erhoht (p<0,05).

Die Fahigkeit von PMNL Wasserstoffperoxid in Reaktion auf I6sliche
Entzindungsmediatoren zu produzieren, zeigte analog zur Kontrollreihe mit
zunehmender Schwere der Erkrankung steigende Messwerte (s. Abb.16). Nach
Stimulation mit fMLP alleine war die H,O,-Produktion fur alle Patientengruppen im
Vergleich mit gesunden Probanden signifikant angestiegen (p<0,05). Die Gruppe der
Patienten im septischen Schock erreichte zudem Signifikanzniveau gegentiber den
Patienten mit einfacher Sepsis (p<0,05).

Ausgeldst durch die Vorinkubation der Granulozyten mit TNF-a konnte in allen
Gruppen nach Stimulation durch fMLP eine Zunahme der H,O»-Produktion
beobachtet werden (s. Abb.16). Signifikanzniveau wurde nach kombinierter
TNF-a/fMLP-Stimulation flr alle Patientengruppen gegentber gesunden Probanden
erreicht (p<0,05). Die Werte der Patienten im septischen Schock waren im Vergleich

zu den Werten der Patienten mit einfacher Sepsis signifikant erhdht (p<0,05).
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Abb. 16: Spontane, fMLP und TNF-a/fMLP stimulierte H,O,-Produktion

[_] gesunde Probanden (n=51),[] einfache Sepsis (n=15), [ schwere Sepsis (n=12), 1l
septischer Schock (n=33). MW + SEM; Kruskal-Wallis-Test und posthoc Mann-Whitney-U-
Test: * p<0.05 versus gesunde Probanden, **p<0.05 versus einfache Sepsis
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5. Diskussion

Seit der ACCP/SCCM Consensus Conference wird das Krankheitsbild der Sepsis als
eine systemische inflammatorische Antwort des Organismus auf eine Infektion
verstanden. In der Pathogenese dieser generalisierten Entzindungsreaktion spielen
polymorphkernige Leukozyten als Hauptvertreter der unspezifischen Abwehr durch
ihre ambivalente Reaktion bestehend aus einer mikrobiziden als auch einer
potenziell gewebeschadigenden Wirkkomponente eine zentrale Rolle. Die
mikrobiziden Partialfunktionen umfassen das Auffinden und die Adhérenz an
Fremdorganismen sowie deren Phagozytose und Abtdten im Zellinneren durch ein
Arsenal bakterizider Substanzen.

Unter pathologischen Bedingungen, wie es im Rahmen einer Sepsis der Fall ist,
besitzen Granulozyten nach UberschieBender Stimulation das Potenzial
korpereigenes Gewebe zu schadigen. Dieser zytotoxische Effekt beruht auf einer
extrazellularen Freisetzung von Sauerstoffradikalen und ist durch eine
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation an der Genese des Multiorganversagens
beteiligt.

Aus dieser in der Pathogenese der Sepsis ambivalenten Stellung von PMNL
zwischen einer einerseits physiologischen Mikrobiziditdt und einer andererseits fur
den Organismus potenziell schadlichen Zytotoxizitat leiten sich die Fragestellungen

dieser Arbeit ab.

1. Wie verhalten sich im Vergleich zu den Granulozyten von gesunden Probanden
die mikrobiziden Funktionen von PMNL bei Patienten mit Sepsis, schwerer Sepsis

und septischem Schock?
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2. Kommt es im Vergleich zu den PMNL von gesunden Probanden zu einer
Steigerung der potenziell gewebeschéadigenden, zytotoxischen Funktionen von

Granulozyten in Abhangigkeit des Schweregrades der Sepsis ?

Um diese Fragen zu beantworten wurden unterschiedliche Tests fur die Bestimmung
mikrobizider sowie zytotoxischer Partialfunktionen von PMNL entwickelt, die in ihrer
Summe ein funktionelles Immunmonitoring von PMNL ermdglichen. Mit der Analyse
der vom Komplementrezeptor Typ Il sowie der vom Dectin-1-TLR2/6 Komplex
vermittelten Reaktionen sollten zwei zentrale Schaltstellen fur die suffiziente Funktion
polymorphkernigen Leukozyten bei der Abwehr von Infektionen auf mogliche Defekte
hin untersucht werden. Als Messmethode wurde die Durchflusszytometrie gewahlt,

die bereits seit langerem Bestandteil der klinischen Zelldiagnostik ist (50,65,67).

5.1. Charakterisierung der Patientenkollektive

Die Identifizierung eines SIRS nach den Kriterien der ACCP/SCCM Consensus
Conference erfolgte anhand der klinischen Parameter Atemfrequenz (>20
Atemzige/min oder PaCO, < 32 mmHg), Herzfrequenz (>90 /min), Temperatur (>38°
oder <36°C) und Leukozytenzahl (>12.000 /mm3 oder <4000/mm3, oder >10%
unreife Zellformen).

Die zur Evaluation der Einteilung der Patienten bestimmten humoralen
Entzindungsparameter CRP, IL6 und PCT spiegeln eine mit zunehmender Schwere
der Erkrankung gesteigerte Inflammation wider. Im Allgemeinen zeichnet sich das
CRP mit einer hohen Sensitivitat aus, jedoch kann wegen seiner geringen Spezifitat
sowie seinem verzogerten An- und Abfluten keine Vorhersage hinsichtlich Prognose
und Uberlebensrate getroffen werden (20). Im Gegensatz hierzu verfugt IL6 bei

systemischen Infektionen tber einen schnellen Anstieg, eine kurze Halbwertszeit und



47

eine gleichsam hohe Sensitivitat und Spezifitat. Dies qualifiziert diesen Parameter zur
Fruherkennung wie zur Beurteilung der Schwere einer Sepsis und erlaubt bei
Korrelation zur Uberlebensrate Aussagen zur Prognose einer Erkrankung (26,63).
PCT ist hinsichtlich seiner Aussagekraft mit IL6 vergleichbar. Da ein Anstieg von PCT
bei lokalen Prozessen ausbleibt, sind erhdhte Werte nahezu beweisend fur das
Vorliegen einer systemischen Infektion (26,60).

Die im Verlauf einer Sepsis auftretenden Organdysfunktionen bis hin zum
Organversagen fanden ihr Korrelat in steigenden Werten fir Serumkreatinin und in
der Tendenz erhéhten Werten fur Serumbilirubin.

Der bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock gesteigerte
Katecholaminbedarf spiegelt die zunehmende Kreislaufinsuffizienz bis hin zum
septischen Schock wieder. Analog hierzu verhalt sich Laktat, welches vor allem in
der Gruppe der Patienten mit septischen Schock einen deutlichen Anstieg zeigte, als
Marker fir anaerobe Stoffwechselvorgdnge. Schliel3lich entsprachen die aus
unterschiedlichen klinischen Parametern und dem individuellen Risikoprofil
ermittelten Werte des Apache-ll Scores, der Uber eine hohe Aussagekraft bezuglich
Schwere und Prognose einer Sepsis verfligt (23,43,44), der Einteilung der Patienten
in Gruppen nach den Kriterien der ACCP/SCCM Consensus Conference.

Die von uns gewahlte ACCP/SCCM Klassifikation des Schweregrades der Sepsis
zeigt somit gute Ubereinstimmung mit klinischen GroRen einer Inflammation bzw.

Stérungen multipler Organfunktionen.
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5.2. Mikrobizide Partialfunktionen zirkulierender PMNL bei Sepsis
Unterschiedliche Funktionen polymorphkerniger Leukozyten, wie Adhé&renz und
Phagozytose von Mikroorganismen und deren Abtdtung durch Sauerstoffradikale
werden durch eine Vielzahl von Rezeptoren vermittelt (vgl. Abschnitt 3.1.).
Insbesondere der Komplementrezeptor Typ Il spielt mit seinen beiden voneinander
unabhangigen Bindungsregionen eine zentrale Rolle bei der Initiierung
unterschiedlicher mikrobizider Partialfunktionen des PMNL. Die auf der a-Kette
lokalisierte |-Doméne des Komplementrezeptors Typ lll adhériert unter der
Vermittlung des Opsonins C3bi an Fremdorganismen ohne deren Phagozytose durch
den Granulozyten auszulésen (7,24). Die komplementunabh&ngige
Lektinbindungsstelle des CR3, die funktionell durch Xia et al charakterisiert wurde,
I6st dagegen durch direkte Interaktion mit komplexen Zuckermolekilen, die auf der
Oberflache von Mikroorganismen lokalisiert sind, deren Phagozytose und Abt6tung
durch Sauerstoffradikale aus (91,93).

Ross und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Zymosan reich an (3-Glukanen ist, welche
spezifische Liganden der Lektinbindungsstelle sind (80,82).

In jingerer Zeit wurde von Brown und Mitarbeitern mit dem Dectin-1-TLR2/6
Komplex ein weiterer -Glukanrezeptor auf PMNL identifiziert und in seiner Funktion
charakterisiert (14). Der Dectin-1-Rezeptor ist analog zur Lektinbindungsstelle des
CR 3 in der Lage durch Bindung an B-Glukanstrukturen auf der Oberflache von
Mikroorganismen deren Phagozytose und die daran assoziierte intrazellulare H,O,-
Produktion einzuleiten. Die Ausschuttung der Zytokine TNF-a und IL12, welche die
vom Dectin-1 -Rezeptor getriggerten mikrobiziden Partialfunktionen weiter
verstarken, ist an die Interaktion mit den Toll-like Rezeptoren 2/6 sowie CD14

gekoppelt (29).
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Der Arbeitsgruppe um Herre gelang der Nachweis einer spezifischen Bindung des
Dectin-1-Rezeptors an die an B-Glukanen reiche Oberflachenstruktur von Zymosan
(34).

In unserem Testsystem war durch die Verwendung von Zymosan somit eine
Beurteilung der durch die Lektinbindungsstelle des CR3 und/oder der durch den
Dectin-1-TLR2/6 Komplex ausgeltsten Partialfunktionen méglich.

Bei der Inkubation von Granulozyten mit nativem Zymosan ergab sich fur Patienten
im septischen Schock im Vergleich zu Patienten mit unkomplizierter Sepsis sowie
gesunden Probanden eine signifikant verminderte = Phagozytosefahigkeit
(vgl. Abschnitt 4.3). Gleichzeitig war die Phagozytose-assoziierte
Sauerstoffradikalproduktion bei schwerer Sepsis und im septischen Schock
gegenuber einfacher Sepsis signifikant verringert (vgl. Abschnitt 4.5.). Da es sich
hierbei um zwei Funktionen handelt, welche durch die Lektinbindungsstelle auf der
CD11b-Kette des CR3 als auch durch den Dectin-1-TLR2/6 Rezeptorkomplex
vermittelt werden, ist folglich ein funktioneller Defekt dieser Regionen wahrscheinlich.
Die (gleichzeitig unverdnderte Adhasion an natives Zymosan fur die
Patientengruppen im Vergleich zu Gesunden lasst bei normaler Bindung auf eine
gestorte bzw. beeintrachtigte Signaltransduktion des CR3 und/oder des Dectin-1-
TLR2/6 Rezeptorkomplexes schlief3en (vgl. Abschnitt 4.3).

Der durch die Verwendung von nicht opsoniertem Zymosan aufgezeigte
funktionelle Defekt der Lektinbindungsstelle des Komplementrezeptors Typ Il bzw.
des Dectin-1-TLR2/6 Komplexes bezuglich Phagozytose und der daran assoziierten
Sauerstoffradikalproduktion war durch Opsonisation der Partikel komplett reversibel
(vgl. Abschnitt 4.4).

Unter Opsonisation versteht man die Beladung der Oberflache von

Mikroorganismen durch humorale Faktoren, wie beispielsweise die Immunglobuline
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IgG und IgM sowie die Komplementkomponenten C4b und C3b. Durch die
Expression von Fc- und C3b-Rezeptoren auf der Oberflache von Monozyten,
Makrophagen und Granulozyten resultiert, vermittelt durch die Opsonisation mit
Immunglobulinen und Komplementfaktoren, eine gesteigerte Adhasion und
Phagozytose von Fremdorganismen. Um diese wesentlichen Schritte in der Abwehr
extrazellularer Mikroorganismen nachzuvollziehen wurden Zymosanpartikel mit
autologem Plasma opsoniert. Nach der Inkubation der Granulozyten konnte in der
Gruppe der Patienten mit schwerer Sepsis als auch mit septischem Schock ein
signifikant erhohter Prozentsatz fur die Adharenz im Vergleich mit gesunden
Probanden ermittelt werden. Fur die Phagozytose von opsoniertem Zymosan ergab
sich ein signifikanter Anstieg fir Patienten mit einfacher Sepsis bzw. septischem
Schock gegentber der Gruppe der Gesunden (vgl. Abschnitt 4.4). Bei der
Phagozytose-assoziierten H,O,-Produktion ergab sich beim Vergleich der
Patientengruppen untereinander, sowie beim Vergleich mit der Gruppe der gesunden
Probanden kein Unterschied (vgl. Abschnitt 4.5).

Obwohl durch Opsonisation die mit nativem Zymosan aufgezeigten
funktionellen Defekte der Granulozyten voll kompensiert wurden, ergab die
guantitative Erfassung von Immunglobulinen fir alle Krankheitsstadien einen
signifikanten Abfall von IgG und IgM gegeniiber gesunden Probanden. Gleichzeitig
war die Aktivitat des klassischen und des alternativen Aktivierungsweges im
septischen Schock signifikant vermindert (vgl. Abschnitt 4.6). Da IgM und
IgG-Subklassen sowie bei der Aktivierung des Komplementsystems entstehende
Komplementspaltprodukte wie C4b und C3b aktive Opsonine sind, bedeuten diese
Messergebnisse einen Verlust an Opsonisationskapazitat.

Zusammenfassend kann damit postuliert werden, dass Granulozyten mit

zunehmender Schwere eines septischen Krankheitsbildes einen zellularen Defekt
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entwickeln, der durch einen Funktionsverlust der Lektinbindungsstelle des
Komplementrezeptors Typ Il und/oder des Dectin-1-TLR2/6 Komplexes
charakterisiert ist. Gleichzeitig kommt es durch den Verbrauch von Immunglobulinen
und eine  verringerte Komplementaktivitatt zu  einem  Verlust der
Opsonisationskapazitat des Plasmas. Trotz dieser Einschrankung vermag die
Opsonisation mit autologem Plasma die Beeintrdchtigung der Phagozytosefahigkeit
und der assoziierten Sauerstoffradikalproduktion vollstdndig zu kompensieren.
Offenbar ist der zirkulierende Granulozyt dazu befahigt sogar unter suboptimaler
Opsonisation eine adaquate Zellantwort beziglich Phagozytose und daran
assoziierter Sauerstoffradikalproduktion zu generieren und so Defekte im Bereich der
Bindungsstellen flr Zymosan auszugleichen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit beziglich des von uns postulierten Defekts der
Lektinbindungsstelle des Komplementrezeptors Typ Il und/oder des Dectin-1-TLR2/6
Komplexes stehen im Einklang mit unterschiedlichen Studien von Wenisch und
Mitarbeitern. Wenisch et al konnte bei Patienten mit gram-negativer Sepsis analog zu
unseren Ergebnissen eine Reduktion der Phagozytoserate von nicht opsonierten
E. coli sowie der assoziierten Sauerstoffradikalproduktion von zirkulierenden
Granulozyten im Vergleich mit gesunden Probanden feststellen (87,88,89). Ein in
vitro Austausch von Patientenplasma gegen Plasma gesunder Spender resultierte in
einer Erholung der Zellfunktionen fir PMNL septischer Patienten. Bei PMNL
gesunder Probanden ergab sich eine voribergehende Einschrankung von
Phagozytose und der assoziierten Sauerstoffradikalproduktion (87). Die in vitro
Praparation der verwendeten E. coli Bakterien mit polyklonalen Immunglobulinen
ergab in einer zweiten Untersuchung eine signifikante Verbesserung der
beobachteten mikrobiziden Partialfunktionen (89). Diese Ergebnisse erlauben den

Schluss, dass die in unserer Arbeit festgestellte verringerte Aktivitat des
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Komplementsystems sowie die verringerte Konzentration von Immunglobulinen den
Defekt der Bindungsstelle fir Zymosan zwar maskieren kann, aber unter optimalen
Opsonisationsbedingungen eine weit bessere mikrobizide Funktion von PMNL zu
erwarten gewesen ware.

Diese Annahme wird durch die Ergebnisse einer Arbeit von Polk et al gestttzt. In
einer Studie an polytraumatisierten Patienten ergab sich eine initial signifikant
verringerte Opsonisationskapazitat bei Verlaufen mit letaler Sepsis im Vergleich mit
Uberlebenden Patienten der gleichen Gruppe (59).

In einer anderen Studie an Patienten mit rezidivierenden Harnwegsinfekten unter
Verwendung von opsonierten E. coli zeigte sich eine reduzierte Phagozytoserate
bzw. Phagozytose-assoziierte H,O,-Produktion. Zuséatzlich konnte im Vergleich mit
gesunden Probanden eine signifikant reduzierte CD16-Expression auf der
Zelloberflache  zirkulierender PMNL nachgewiesen werden (21). Da die
Opsonisationskapazitat des  Patientenplasmas nicht Gegenstand dieser
Untersuchung war, lasst sich nur mutmaflen welchen Anteil sie neben der
verringerten Expression von CD16 an der beobachteten Funktionsstérung
zirkulierender PMNL hat.

Da in unserer Studie nur zirkulierende PMNL erfasst wurden, bleibt die Frage offen,
ob aus der Blutbahn emigrierte Granulozyten am Ort einer Infektion nicht noch
zusatzliche funktionelle Defekte aufweisen. Holzer und Mitarbeiter konnten fir
Patienten mit Peritonitis eine reduzierte Phagozytoserate fir zirkulierende als auch
fur in die Bauchhohle emigrierte PMNL im Vergleich zu Patienten mit
abdominalchirurgischen Eingriffen ohne Peritonitis zeigen (s. Tab.13). Zusatzlich trat
in der Patientengruppe mit Peritonitis ein weiterer Verlust der Phagozytosefahigkeit
von aus Peritoneallavage isolierten Granulozyten im Vergleich zu in der Blutbahn

zirkulierenden Granulozyten auf. Als Ursache wurde bei optimaler Opsonisation von
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experimentell eingesetzten E. coli Bakterien eine verminderte Expression von CD16
postuliert (36). In einer weiteren klinischen Studie derselben Arbeitsgruppe konnte
zusatzlich zu den schon beschriebenen funktionalen Defekten eine reduzierte
Phagozytose-assoziierte Sauerstoffradikalproduktion fur in die Bauchhdhle emigrierte
PMNL bei Patienten mit Peritonitis im septischen Schock beschrieben werden (38).
Als Ursache konnte der trotz optimaler Opsonisation unter diesen Bedingungen
demaskierte Defekt der Lektinbindungsstelle des CR3 und/oder des Dectin-1-TLR2/6
Komplexes diskutiert werden.

Die vorangegangenen Uberlegungen beziiglich zellularer Defekte des PMNL in
lokalen Prozessen gelten in gleicher Weise fiir die Opsonisationskapazitat. So kann
bei dem von uns beobachteten Verbrauch humoraler Faktoren im peripheren Blut auf
nicht ausreichende Konzentrationen in Infektionsherden geschlossen werden.
Gestutzt wird diese Annahme durch Untersuchungen, die in purulenten Exudaten
aus Pleuraempyemen eine verminderte Aktivitat fir den klassischen als auch ftr den
alternativen Aktivierungsweg des Komplementsystems sowie reduzierte Spiegel fur
IgG und die Komplementkomponenten C3, C4 und Faktor B ergaben (51,71,84).
Billing et al postulierten einen ausgepragten Verlust der Opsonisationskapazitat im
Peritonealraum bei Patienten mit Peritonitis. Durch die lokale Applikation von
Spenderserum in den Bauchraum konnte in diesem Patientenkollektiv eine deutlich
erhohte Uberlebensrate erzielt werden (11). Gestiitzt wird diese Hypothese durch
eine weitere Untersuchung an Patienten mit Peritonitis, welche die
Opsonisationskapazitat infizierter Intraabdominalexudate betrachtete. In einem
Phagozytosemodell mit E. coli ergab sich eine reduzierte Fahigkeit zur Abtotung der
Mikroorganismen nach Opsonisation mit infizierten Intraabdominalexudaten, welche

durch in vitro Opsonisation mit dem Serum Gesunder komplett reversibel war (48).



Die Bedeutung einer adaquaten Opsonisation von Fremdorganismen
insbesondere durch C3 zeigt sich bei angeborenen oder erworbenen C3-Defekten,
die mit schwersten bakteriellen Infektionen assoziiert sind (71). Ein C4-Defekt
manifestiert sich dagegen in einer verminderten Elimination von Immunkomplexen
und ist mit Autoimmunerkrankungen wie Glomerulonephritis und Lupus
erythematodes vergesellschaftet.

Die Frage, ob eine verminderte Komplementaktivitat gleichzeitig einen Verlust von
Anaphylatoxinen (C3a, C4a, Cba) bedeutet, der unter Umstdnden mit einer

Einschrankung der Diapedese sowie der Chemotaxis von PMNL einhergeht, war

Tab.13: Veradnderungen mikrobizider Teilfunktionen von PMNL bei Infektion und
Sepsis. Vergleich zirkulierender PMNL (cPMNL) mit emigrierten PMNL (ePMNL)

Phagozytose-
Phagozytose assoz. H,O,-
Produktion
cPMNL ePMNL cPMNL ePMNL
Holzer(36,38) ! ! |
schwere
< Lam (48) ! Peritonitis
2 Wehnisch ! ! Sepsis vs.
% (87,88,89) Gesunde
Condron (21) ! ! rezidivierende
Harnwegsinfekte
Griswold (30) o !
Seekamp (70) i
= Toxinamie
3 | Spitzer (73) t 11 1 1
@)
£ | Thiel (77) ' !
kS
| Kahn (42) ! 1 fakale
Peritonitis
Freischlag (27) - ! Peritonitis nach
Ligatur
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nicht Gegenstand unsere Studie und kann somit nicht beantwortet werden. Es liegen
jedoch Arbeiten vor, die fur Patienten mit Sepsis eine verringerte Chemotaxis von
Granulozyten beschreiben (19,74). Gleiches gilt fur die komplementvermittelte
Zytolyse (C5b-9) bestimmter Mikroorganismen und die Elimination von zirkulierenden
Immunkomplexen (68).

Der Grof3teil der im Tiermodell gewonnen Daten zeige im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus den Untersuchungen am Menschen eine gesteigerte
Phagozytosefahigkeit fur zirkulierende als auch fir in lokale Prozesse emigrierte
PMNL. Die letztlich fir die intrazellulare Abtétung von Mikroorganismen
entscheidende Phagozytose-assoziierte H,O,-Produktion war jedoch in fast allen
Studien reduziert. Als Ursache fur die von den Untersuchungen am Menschen
abweichenden Ergebnisse ist der im Tierversuch kirzere Krankheitsverlauf, der
durch die Induktion einer Toxindmie bzw. Bakteriamie bedingt ist, zu diskutieren.

Die aufgefuhrten Beispiele zeigen, dass PMNL am Ort einer Infektion weiteren
funktionellen Einschrankungen unterliegen, die den Defekt des CR3 und/oder des
Dectin-1-TLR2/6 Komplexes mdoglicherweise verstarken. Wabhrscheinlich ist die
zusatzlich verringerte Konzentration von Opsoninen am Infektionsort zu einer
Kompensation der unterschiedlichen Defekte nicht mehr in der Lage, und es
resultieren in ihrer Funktion insuffiziente PMNL. Der Gegenstand zukinftiger Studien
sollte somit die umfassende Funktionsprifung von PMNL aus lokalen
Infektionsherden wie Abszessen, Peritoneallavagen bei Peritonitis oder
Bronchiallavagen im Rahmen eines ARDS sein. Gleichzeitig sollte die
Opsonisationskapazitat des Blutes einem Vergleich mit der in lokal begrenzten

Infektionsherden unterzogen werden.
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5.3. Potenziell gewebeschéadigende, zytotoxische Partialfunktionen von PMNL
Im Gegensatz zum bereits beschriebenen Verlust mikrobizider Partialfunktionen kann
mit zunehmender Schwere einer Sepsis eine Steigerung potenziell zytotoxischer
PMNL-Funktionen beobachtet werden. Die Expression von [2-Integrinen auf der
Oberflache von PMNL wurde indirekt tUber die quantitative Erfassung von CD18
mittels spezifischer Antikdrper gemessen. Der Komplementrezeptor Typ 3 reagiert
als einziges [32-Integrin auf eine Stimulation mit einer numerischen Hochregulation,
wahrend die Ubrigen Vertreter der Integrine eine funktionelle Aktivitatssteigerung
erfahren. Somit ist eine hohe Korrelation der Konzentrationen von CD11b/CD18 und
CD18 gewahrleistet (79). Die von uns beobachtete numerische Hochregulation von
32-Integrinen auf der Oberflache von Granulozyten ist Ausdruck einer gesteigerten
Aktivierung der Zellen im Rahmen einer Inflammation (25,78). Durch die Interaktion
von CD11b/CD18 (CR3) mit ihren Liganden wie dem ICAM1-Rezeptor an
Endothelien der Endstrombahn erhalten Granulozyten im Rahmen der Diapedese
einen weiteren Impuls zur Freisetzung gewebeschadigender Substanzen (17,22).
Des Weiteren konnte mit zunehmender Schwere einer Sepsis eine gesteigerte
Produktion von H;O; in Reaktion auf humorale Stimuli beobachtet werden. Das
verwendete chemotaktische Tripeptid fMLP fuhrte mit zunehmendem Schweregrad
der Sepsis zu steigenden Werten fur die Bildung von Wasserstoffperoxid. Dieses
entsteht nach direkter Aktivierung der membranstandigen NADPH-Oxidase durch
humorale Stimuli infolge Dismutation der primar gebildeten Superoxidanionen,
welche in weiteren Reaktionen zu einem breiten Spektrum an reaktiven
Sauerstoffspezies wie dem Hydroxylradikal («OH) reagieren. Letztere sind
Hauptverursacher von Schaden an korpereigenen Strukturen (6,9,22). Durch die
Vorinkubation der Granulozyten mit TNF-a kann ein Priming-Effekt ausgelost

werden, der das zytotoxische Potenzial verdeutlicht, welches im Verlauf einer Sepsis
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durch das Zusammenwirken unterschiedlichster humoraler Aktivatoren getriggert
werden kann (4). Tabelle 14 zeigt, dass sowohl klinische als auch tierexperimentelle
Untersuchungen vorwiegend uUber eine Steigerung potenziell zur Gewebeschadigung

beitragender Granulozytenfunktionen berichten.

Tab.14: Veradnderungen zytotoxischer Partialfunktionen von PMNL. Vergleich
zirkulierender PMNL (cPMNL) mit emigrierten PMNL (ePMNL) bei Sepsis und
Infektionen.

CD11b/CD18 H->0,
cPMNL | ePMNL | cPMNL | ePMNL
Holzer (37) 1 -
Holzer (36) 1 11 Schwere Peritonitis
Holzer (38) 1
Muller (55) 1
E Martins (53) 1
» | Chisti (19) R Sepsis vs. Gesunde
& [ Thiel (78) I
= [Russwurm (69) 1 Sepsis vs. ICU ohne Sepsis
Wagner (83) 1 - Osteomyelitis vs.
Gesunde
Condron(21) 1 1 rezidivierende
Harnwegsinfekte
Holzer (39) 1
% Klut (45) 1 1 o
O | Spitzer (73) t Tt t t Toxinamie
£ | Thiel (77) ' '
5 Mori (54) ) t1 t ! o
= | Guo (31) 1 Peritonitis
Freischlag (27) - -

5.4. Die Granulozytendysfunktion bei Sepsis

Die vorliegende Studie beschreibt eine von der Schwere einer Sepsis abhangige
Dysfunktion polymorphkerniger Granulozyten, die durch eine Einschrankung
mikrobizider  Partialfunktionen bei  gleichzeitiger  Steigerung zytotoxischer

Teilfunktionen charakterisiert ist.
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Die durch den Verlust an mikrobiziden Teilfunktionen von PMNL ineffektive
unspezifische Abwehr birgt die Gefahr einer inadaquaten Bekampfung systemisch
auftretender Erreger im Rahmen einer Sepsis, und kodnnte ursachlich fir die
Persistenz von Fremdorganismen in lokalen Prozessen sein. Des Weiteren kdnnte
eine nicht funktionsfahige unspezifische Abwehr der Wegbereiter erneuter
Infektionen hospitalisierter Patienten sein. Insbesondere der Funktionsverlust des
Komplementrezeptors Typ Ill und des Dectin-1-TLR2/6 Komplexes, welcher in
diesem Zusammenhang noch nicht beschrieben wurde, kénnte in Kombination mit
anderen Defekten, wie zum Beispiel einer verminderten Expression von CD16
(21,36), ursachlich fur die bei Sepsis auftretenden Dysfunktionen sein.

Dartiber hinaus gilt die mit der Schwere einer Sepsis zunehmende Freisetzung
potenziell zytotoxischer Substanzen, bevorzugt im Bereich der Endstrombahn, als
ursachlich fir das Entstehen von Mikrozirkulationsstérungen und konsekutiven
Organdysfunktionen bis hin zum Multiorganversagen. Die Kombination aus einer
ineffektiven unspezifischen Abwehr und Organdysfunktionen bzw.
Multiorganversagen, sind die zentralen Aspekte der Pathophysiologie einer Sepsis
und koénnten durch die ,septische Granulozytendysfunktion“ mitverursacht sein.
Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit denen einer Vielzahl anderer
Untersuchungen (s. hierzu Tab. 13 und 14), welche Granulozytenfunktionen am
Menschen u.a. bei Sepsis, septischem Schock und schwerer Peritonitis sowie im
Tiermodell bei Endotoxinamie und Bakteriamie beschrieben haben. Allerdings
beschrankt sich der Grossteil dieser Studien auf die Untersuchung nur jeweils eines
der beiden Aspekte der Granulozytendysfunktion, dem Verlust mikrobizider
Partialfunktionen auf der einen oder der Zunahme zytotoxischer Funktionen auf der

anderen Seite. Lediglich die Arbeitsgruppen von Condron (21) und Holzer (36,38),



59

bezogen beide Aspekte in ihre klinische Studien ein und kamen zu Ergebnissen, die
sich mit denen der vorliegenden Studie decken.

Zudem waren in keiner der bisher publizierten Arbeiten die Veranderungen von
Granulozytenfunktionen in Abhangigkeit von der Schwere einer Sepsis Gegenstand
der Untersuchungen. Das von uns neu etablierte Immunmonitoring, welches die
stadienabhangige Untersuchung von mikrobiziden Partialfunktionen auf der einen
und von zytotoxischen Partialfunktionen auf der anderen Seite beinhaltet, wird zu
einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie der Sepsis beitragen. Zudem
kbnnte es ein wichtiger Beitrag bei der Klassifikation dieses Uberaus heterogenen

Kollektives septischer Patienten sein.

5.5. Methodenkritik
Um die tatsachliche Mikrobiziditat von PMNL ex vivo zu erfassen mussten
Testansatze mit lebenden Bakterien gewdahlt werden. Dabei liel3e sich die
tatsachliche Fahigkeit von PMNL Keime abzuttten als die Differenz zwischen der
initial hinzugefigten und der am Ende der Co-Inkubation bestimmten Bakterienzahl
ermitteln (48). Die tatsachliche Fahigkeit von PMNL kérpereigenes Gewebe zu
schadigen musste durch in vivo Untersuchungen der Mikrozirkulation erfolgen (18).
Beides war flur die Durchfihrung der vorliegenden Arbeit nicht praktikabel und zu
aufwendig. Stattdessen bedienten wir uns der in der Kklinischen Zelldiagnostik
etablierten Durchflusszytometrie, mittels der eine differenzierte Analyse von
Partialfunktionen der mikrobziden bzw. zytotoxischen Zellantwort gelingt (65,66,67).
Eine der am weitesten verbreiteten Methoden zur quantitativen Erfassung von
Phagozytose und Adhéarenz ist die Verwendung von Fluoresceinisocyanat (FITC)-

markierten Bakterien, Pilzen oder Zymosanpartikeln (50). Die Verwendung von FITC-
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markierten Zymosanpartikeln erfolgte um die Lektinbindungsstelle des
Komplementrezeptors Typ lll und den Dectin-1-TLR2/6 Komplex einer isolierten
Beurteilung zugénglich zu machen. Die funktionelle Charakterisierung sowie der
Nachweis der Spezifitdt der Interaktion von Zymosan und der Lektinbindungsstelle
wurden von der Arbeitsgruppe um GD Ross erbracht (80,81,92,93). Der Dectin-1-
TLR2/6 Komplex als Rezeptor fur B-Glukane, seine Spezifitat fUr Zymosan, sowie
seine Funktion als Aktivator von Granulozyten wurden in jingerer Zeit von Brown und
Mitarbeitern beschrieben (14,15,16,29,34).

Erste Hinweise auf das Vorhandensein einer Zymosan-spezifischen Bindungsregion,
welche fur die Initierung von Phagozytose und Ausldésung eines repiratory burst
verantwortlich ist, resultierten aus der Verwendung von monoklonalen Antikérpern
gegen unterschiedliche Epitope der a-Kette (CD11b) des Komplementrezeptors
Typ Il (CR3) (64). Letztlich gelang der Arbeitsgruppe um Ross die Identifizierung der
Lektinbindungsstelle und der Nachweis ihrer Spezifitat fir B-Glukane und Zymosan
nicht nur durch den Einsatz monoklonaler Antikdrper gegen das C-terminale Ende
von CD11b (80), sondern auch durch die funktionelle Charakterisierung von
gentechnisch hergestellten Mutanten (92). Die funktionelle Bedeutung der von Ross
et al charakterisierten Molekileabschnitte (Domanen) der a-Kette (CD11b) des CR3
wird durch deren Zusammenspiel auch bei der Abwehr von malignen Zellen deutlich.
So bewirkt das Priming des CR3 auf natirlichen Killerzellen durch B-Glukane als
auch durch Zymosan die Vernichtung von C3bi-opsonierten Tumorzellen. Fur den
Angriff auf Zielzellen ist somit die gleichzeitige Interaktion der I-Domane mit dem
Opsonin C3bi und der Kontakt der Lektinbindungsstelle mit Polysacchariden auf der
Oberflache von Fremdorganismen Voraussetzung (81,82,93).

Dectin-1 wurde von Brown und Gordon erstmalig als neuer non Toll-like Rezeptor fur

B-Glukane beschrieben, sowie der Nachweis seiner Spezifitat fir Zymosan erbracht
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(14,15,16,34). Durch die Interaktion mit B-Glukanstrukturen auf der Oberflache von
Mikroorganismen bzw. Zymosan ist Dectin-1 in der Lage eine mikrobizide Zellantwort
bestehend aus Phagozytose, assoziierter H,O»-Produktion und der Ausschuittung
proinflammatorischer Zytokine zu generieren. Die Signaltransduktion ins Zellinnere
erfolgt Uber die Phosphorylierung von Tyrosinkinasen im zytoplasmatischen Anteil
des Rezeptors und die Interaktion des dort lokalisierten ,,immunoreceptor tyrosine-
based activation motiv” (ITAM) mit spleen tyrosine kinase SYK (61). Zudem konnte
gezeigt werden, dass Dectin-1 durch die Kooperation mit dem TLR 2/6-MyD88
Signalkomplex Uber einen weiteren von Zymosan getriggerten Aktivierungsweg zur
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine verfugt (61).

Durch die Verwendung von Zymosan in nativer als auch C3bi-opsonierter Form liegt
damit eine Versuchsanordnung vor, mit der die globale Funktion des CR3 sowie die
Funktion seiner Lektinbindungsstelle bzw. des Dectin-1-TLR2/6 Komplexes
betrachtet werden kann.

Analog zur Erfassung der mikrobiziden Wirkkomponente wurden in der vorliegenden
Studie nicht die tatsachliche Zytotoxizitdt von PMNL untersucht, sondern wesentliche
Partialfunktionen  betrachtet, die mal3geblich an der Entstehung von
inflammatorischen Gewebeschaden beteiligt sind. So hat sich bei der Erfassung
reaktiver Sauerstoffradikale in der Durchflusszytometrie die Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes Dihydrorhodamin 123 (DHR) im direkten Vergleich mit 2’,7’-
Dichlorofluorescein  Diacetat  (DCFH), Hydroethidin  (HE) sowie  der

Chemolumineszenz als die sensitivste und effektivste Methode erwiesen (72,85).
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6. Zusammenfassung

In der Pathogenese von Sepsis, septischem Schock und konsekutivem
Multiorganversagen nehmen polymorphkernige, neutrophile Leukozyten (PMNL) eine
zentrale Stellung ein. Um ihrer komplexen Aufgabe, der Bekdmpfung eingedrungener
Mikroorganismen, gerecht zu werden antworten PMNL nach Stimulation mit einem
breiten Spektrum mikrobizider Reaktionen bestehend aus Chemotaxis, Adharenz,
Phagozytose und abschliel3ender intrazellularer Abtétung der Mikroorganismen
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Neben diesen physiologischen
Funktionen zeigen polymorphkernige Granulozyten nach unphysiologisch hoher
Aktivierung durch inflammatorische Mediatoren im Rahmen einer Sepsis aber auch
ein hohes Potenzial zur Schadigung von korpereigenem Gewebe. Dies &uliert sich in
einer vor allem in der Endstrombahn lokalisierten, unkontrollierten, extrazellularen
Freisetzung von toxischen Sauerstoffspezies. Letztere sind entscheidende Faktoren
in der Genese von Mikrozirkulationsstorungen aus denen sich Organdysfunktionen
und das zu einem hohen Prozentsatz letale Multiorganversagen entwickeln kénnen.
Damit nehmen polymorphkernige Granulozyten in der Pathogenese der Sepsis eine
ambivalente Stellung ein. Die Ambivalenz zwischen einerseits effektiver Mikrobiziditat
und dem andererseits erheblichen zytotoxischen Potenzial war der Ausgangspunkt
dieser Untersuchungen.

Zur Klarung der Frage in wieweit es in den verschiedenen Stadien einer Sepsis zur
Einschrankung mikrobizider Partialfunktionen von PMNL kommt, haben wir
funktionelle Tests zur Erfassung von Adharenz und Phagozytose von Fremdpartikeln
sowie zur Erfassung der Phagozytose-assoziierten Sauerstoffradikalproduktion fur
die Anwendung beim Menschen etabliert. Die Aktivierung der Zelle und die daran
gekoppelte Phagozytose und Phagozytose-assoziierte Sauerstoffradikalproduktion

wird durch die far B-Glukane spezifische Lektinbindungsstelle des
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Komplementrezeptors Typ Il sowie den Dectin-1-TLR2/6 Komplex ausgel6st. Die auf
dem CR3 von der Lektinbindungsstelle raumlich getrennte I-Domane vermittelt durch
Opsonine die Adharenz an Fremdorganismen, wahrend der Dectin-1 Rezeptor direkt
an [B-Glukane auf der Oberflache von Mikroorganismen bindet. Durch die
Verwendung von an B-Glukanstrukturen reichen Zymosanpartikel, in nativer als auch
in opsonierter Form, waren die an die Lektinbindungsstelle bzw. an den Dectin-1-
TLR2/6 Komplex gekoppelten Funktionen sowie ihre Verstarkung durch Opsonisation
einer getrennten Beurteilung zuganglich.

Zur Erfassung der Opsonisationskapazitat des Patientenplasmas, welche einen
potenziellen Einflussfaktor auf mikrobizide wie auch zytotoxische Partialfunktionen
darstellt, wurden die Immunglobuline IgA, IgG und IgM und die Aktivitat des
klassischen sowie alternativen Aktivierungsweges des Komplementsystems
bestimmt.

Fur die Erfassung potenziell zytotoxischer Partialfunktionen wurde die Expression
von [(2-Integrinen auf der Oberflache von Granulozyten mittels fluoreszens-
markierter CD18-Antikdrper und die NADPH-Oxidase abhangige Bildung von
Wasserstoffperoxid (H,O,) bestimmt. Die Messung der H,O»-Produktion erfolgte in
einem ex vivo Ansatz unter Kontrollbedingungen ohne zusatzliche Stimulation um
Auskunft Uber die spontane H,O,-Produktion zu erhalten. Ferner wurden die Zellen
mit TNF-a und fMLP aktiviert.

Die Auswertung der Tests fur mikrobizide Partialfunktionen ergab mit zunehmender
Schwere der Sepsis eine verminderte Fahigkeit der PMNL zur Phagozytose von
nativem Zymosan sowie der daran assoziierten Sauerstoffradikalproduktion. Dieser
Funktionsverlust war durch Opsonisation der Partikel mit Patientenserum komplett
reversibel, wenngleich sich eine verminderte Opsonisationskapazitat des im

Messansatz autolog eingesetzten Plasmas herausstellte. Dies beruhte vor allem auf
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einem Verbrauch von Immunglobulinen und einer Verringerung der
Komplementaktivitat.

Unsere Messungen ergaben somit einen im Verlauf einer Sepsis zunehmenden
Verlust der durch die Lektinbindungsstelle des CR3 sowie des Dectin-1-TLR2/6
Komplex vermittelten mikrobiziden Partialfunktionen, wie der Phagozytose sowie der
Phagozytose-assoziierten Sauerstoffradikalproduktion. Da sich die Adhasion als
stabil erwies, ist ein Defekt in der nachgeschalteten Signaltransduktion der
Lektinbindungsstelle des CR3 wund/oder des Dectin-1-TLR2/6 Komplexes
wahrscheinlich. Dieser sich parallel zur Schwere einer Sepsis entwickelnde zellulare
Defekt von PMNL ist trotz eines Verlustes an Immunglobulinen und einer reduzierten
Komplementaktivitat durch Opsonisation mit autologem Plasma komplett reversibel.
Da andere Untersucher fir in lokale Infektionsherde emigrierte PMNL weitere
zellulare Defekte und einen zusatzlichen Mangel an Opsoninen aufgezeigt haben, ist
es wahrscheinlich, dass der in der vorliegenden Studie fur zirkulierende PMNL
nachgewiesene Funktionsverlust der Lektinbindungsstelle und/oder des Dectin-1-
TLR2/6 Komplexes unter Bedingungen einer lokalen Infektion im Gewebe zum
tragen kommt.

Bei der Untersuchung der potenziell zytotoxischen Funktionen zirkulierender PMNL
zeigte sich parallel zur zunehmenden Schwere der Sepsis eine numerische
Hochregulation von B2-Integrinen als Zeichen einer Aktivitatssteigerung bedingt
durch inflammatorische Mediatoren. Des Weiteren konnte mit zunehmender Schwere
der Erkrankung eine gesteigerte H,O,-Produktion spontan und ausgeldst durch
Inkubation der PMNL mit humoralen Stimuli wie TNF-a und fMLP beobachtet
werden.

Humorale Entziindungsmediatoren fuhren zu einer direkten Aktivierung der

NADPH-Oxidase auf der Zelloberflache von Granulozyten und verursachen eine
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extrazellulare Freisetzung von Superoxidanionen und deren Dismutation zu
Wasserstoffperoxid. Dieser hauptsachlich in der Endstrombahn lokalisierte Prozess
ist ein wichtiger Co-Faktor der Genese von Mikrozirkulationsstérungen sowie des
Multiorganversagens. Verstarkt wird dieser Vorgang und somit die Wirkung von
reagiblen Sauerstoffspezies durch die Adharenz der PMNL an das Endothel. Da die
Interaktion von [2-Integrinen mit endothelialen [ICAM1-Rezeptoren bei der
Diapedese einen zusatzlichen Impuls fur die Bildung und Freisetzung von reagiblen
Sauerstoffspezies bedeutet, zeigt unsere Beobachtung einer mit der Schwere der
Sepsis zunehmenden Hochregulation der B2-Integrinexpression nicht nur eine
weitere Aktivierung, sondern auch ein gesteigertes zytotoxisches Potenzial

polymorphkerniger Leukozyten an.

Damit legen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den Schluss nahe, dass es mit
zunehmender Schwere der Sepsis, beginnend mit der unkomplizierten Sepsis bis hin
zum septischen Schock, zur Entwicklung einer Granulozytendysfunktion kommt.
Charakteristisch fur die septische Granulozytendysfunktion ist dabei die Abnahme
mikrobizider Teilfunktionen (Phagozytose und Phagozytose-assoziierte H,0,-
Produktion), bei gleichzeitiger Steigerung die Mikrozirkulation und potenziell das
Gewebe schadigender zytotoxischer Partialfunktionen (B2-Integrinexpression und
TNF-o/fMLP induzierte H,O,-Produktion). Ursachlich liegt der verringerten Fahigkeit
zur Phagozytose und Phagozytose-assoziierten H,O,-Produktion bei erhaltener
Adhésion an Zymosan ein Defekt in der Signaltransduktion der Lektinbindungsstelle

des CR3 und/oder des Dectin-1 Rezeptors zu Grunde.
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6.1. Perspektiven

Da in unserer Studie ausschliel3lich im peripheren Blut zirkulierende Granulozyten
erfasst wurden, sollte der Gegenstand zukinftiger Studien eine umfassende
Charakterisierung funktioneller, mikrobizider und zytotoxischer Eigenschaften von
Granulozyten sein, die aus Infektionsherden isoliert werden. Zudem sollte die im
intravasalen Blut dokumentierte verringerte Opsonisationskapazitat auf weitere
Defizite in lokalen Prozessen untersucht, und ihre additiven Auswirkungen auf
zellulare Defekte von Granulozyten erfasst werden. Schliel3lich bedarf der
Mechanismus, der zum Funktionsverlust in der Signalweiterleitung des
Komplementrezeptors Typ Ill und des Dectin-1-TLR2/6 Komplexes flhrt, einer
exakten Charakterisierung. Zu diesem Zweck konnte das von uns etablierte
Immunmonitoring in einer modifizierten Form zum Einsatz kommen. Es ware zudem
denkbar mit diesem Immunmonitoring neue Therapiestrategien wie die Behandlung
von Sepsispatienten mit Hydrocortison oder aktiviertem Protein C auf ihre
funktionellen Auswirkungen auf Granulozyten zu Uberprifen. Da der Granulozyt
sowohl durch den Verlust an mikrobiziden Féhigkeiten als auch durch sein hohes
zytotoxisches Potenzial im Zentrum der Pathogenese von Sepsis bis hin zum
Multiorganversagen steht, ware er der ideale Ansatzpunkt neuer Therapiestrategien.
Wie bereits flr bestimmte Therapieansatze der Sepsis im tierexperimentellen Modell
der hyperdynamen Endotoxindmie gezeigt werden konnte, sollten neue
Therapieanséatze der septischen Granulozytendysfunktion eine Suppression der
gegen korpereigene Strukturen gerichteten extrazellularen
Sauerstoffradikalproduktion bei vollstandig erhaltender Mikrobiziditat zum Ziel haben

(76,77).



7. AbklUrzungen

Apache II:

ARDS:
CD.
CR:
CRD:
CRP:
CTLD:
DHR:
ECMO:
FACS:
FITC:
Fc:
fMLP:
HBSS:
H>0,:
ICAM1:
lg:

IL:
ITAM:
LFA:
LPS:
NF-kB:
MODS:
MOV:
MyD88:
NADPH:
PAF:
PCT:
PAMPs:
Pg:

PI:
PMNL:
PPRs:
SIRS:

SYK:
TLR:
TNF-a:
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acute physiology and chronic health evaluation

acute respiratory distress syndrome

cluster of differentiation

Komplementrezeptor (complement receptor)
carbohydrate-recognition domain

C-reaktives Protein

C-type-lectin-like domain

Dihydrorhodamin

extracorporal membrane oxygenator
Durchflusszytometer (flourescence activated cell sorter)
Fluoreszeinisothiocyanat

fragment crystalline (frz.)
N-formyl-methionyl-phenyl-alanin

Hank’s balanced salt solution

Wasserstoffperoxid

intercellular adhesion molecule 1 (CD54)
Immunoglobulin

Interleukin

immunoreceptor tyrosine-based activation motiv
lymphocyte function associated antigen
Lipopolysaccharid

nuclear factor kB

Multiorganversagen (multible organ dysfunction syndrom)
Multiorganversagen

myeloid differentiation primary response gene 88
Nicotinamidadenindinucleotid

platelet-activating factor

Procalcitonin

pathogen-associated molecular patterns

Prostaglandin

Propidiumjodid

Polymorphkerniger Leukozyt (polymorphonuclear leukocyte)
pattern-recognition receptors

systemisches inflammatorisches Antwortsyndrom (systemic
inflammatory response syndrome)

spleen tyrosin kinase

toll-like receptor

Tumor-Nekrose-Faktor-a
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