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1. Einleitung

1. Einleitung

Das Immunsystem des Menschen ist aufgegliedert in viele Untersysteme, die nur gemeinsam die
Gesundheit des Organismus aufrechterhalten konnen. Diese Untersysteme werden von unter-
schiedlichen Zell-, Protein- und Gewebearten gebildet und arbeiten durch ein genau ausgearbeitetes
Kommunikationssystem zusammen. Die zum Teil strenge Hierarchie der Kommunikationswege
beinhaltet jedoch auch Risiken. Fallt ein Untersystem aus, kann es durch Ausfalle von nachfolgen-
den Systemen zu mehr oder minder schweren Defekten im Organismus kommen.

Das Immunsystem ist im Grof3en in zwei Systeme untergliedert, das humorale und das zellvermit-
telte Abwehrsystem.

Das humorale Abwehrsystem wird durch in Korperflussigkeiten geltste Stoffe, insbesondere durch
Immunglobuline, gebildet. Diese werden nach Kontakt mit einem als kdrperfremd erkannten Anti-
gen von Plasmazellen (umgewandelte B-Lymphozyten) als Antikdrper produziert, binden sich an
das Antigen und losen dieses vor allem mit Hilfe des Komplementsystems auf oder inaktivieren es
und/oder markieren es zum Beispiel fiir Makrophagen zur Phagozytose.

Das zellvermittelte Abwehrsystem wird von unterschiedlichen Zellarten (unter anderem T-
Lymphozyten, Makrophagen, Granulozyten, natirliche Killerzellen) gebildet. Eine wichtige Schiis-
selrolle fallt hier den Helfer-T-Lymphozyten zu, die von den Killer-T-Lymphozyten unterschieden
werden. Helfer-T-Lymphozyten werden aktiviert, indem ihnen andere Zellen — zum Beispiel
Makrophagen — ein Antigen présentieren. Sie setzen dann Stoffe — Lymphokine — frei, die als Medi-
atorsubstanzen auf Granulozyten, Makrophagen und B- und T-Lymphozyten wirken.

Die Killer-T-Lymphozyten kdnnen dagegen — nach Aktivierung — Zellen abtoten.

Aktivierte Immunzellen konnen auch korpereigene Gewebe angreifen. Um dies zu vermeiden,
muss die Anzahl an aktivierten Immunzellen durch deren Elimination begrenzt gehalten werden.
Dies geschieht vor allem durch den programmierten Zelltod (Apoptose). Dabei handelt es sich um
ein kompliziertes System, an dem viele Proteine als Enzyme und Signaltrdger und —empféanger (zum
Beispiel der Fas Rezeptor und sein Ligand FasL) beteiligt sind, welches zur kontrollierten Selbstauf-
I6sung der Zelle fuhrt.

Die Bedeutung dieses Systems erkennt man, wenn Defekte in diesem System zu Erkrankungen
fuhren.

Es gibt Hinweise, dass es bei bestimmten Defekten in der Apoptose, bei denen bestimmte Signal-
trager oder —empféangerproteine verdandert sind, zu einem Krankheitsbild kommen kann, welches
durch VergrolRerung und Vermehrung von Lymphknoten, einer Hepatosplenomegalie, Fieber und
immunologischen Auffélligkeiten charakterisiert ist, wie zum Beispiel der Anh&ufung von T-
Lymphozyten, die weder den Helfer-T-Lymphozyten noch den Killer-T-Lymphozyten zuzuordnen

sind und daher doppelt negative T-Lymphozyten genannt werden.
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1. Einleitung

Diese Arbeit befasst sich mit Untersuchungen zum Zusammenhang von diesen doppelt negativen
T-Lymphozyten, bestimmten apoptosemodulierenden Proteinen - I6slichem Fas (soluble Fas,
sFas) und dem l6slichen Fas Liganden (soluble Fas Ligand, sFasL) - und rezidivierenden Infektio-

nen bei Kindern.
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1.1. T-Lymphozyten

1.1.1. Bildung und Reifung der T-Lymphozyten

Es gibt verschiedene Subpopulationen von T-Lymphozyten, die sich in ihrem Aufbau und ihren
Aufgaben unterscheiden. T-Lymphozyten tragen charakteristische Oberflachenproteine. Einige die-
ser Proteine werden von allen T-Lymphozyten getragen, andere nur von bestimmten Untergrup-
pen. Alle T-Lymphozyten tragen einen T-Zell-Rezeptor (TCR), der eine wichtige Rolle bei der
Kontaktaufnahme mit anderen Zellen spielt. Der TCR wird aus zwei transmembrandsen Protein-
ketten gebildet. Man kennt vier Proteinketten, die den TCR bilden kénnen, und man hat siea, b, g

d-Kette genannt. Es kann entweder eine a mit einer b-Kette oder eine g mit einer d-Kette einen

TCR bilden (abTCR, gdTCR).

Das CD3 Protein ist mit dem TCR eng verbunden, beziehungsweise ein Bestandteil davon, und fur
die ordnungsgemafie Funktion des TCR notwendig. Es wird von allen T-Lymphozyten exprimiert.
Zwei weitere fir die Funktion der T-Lymphozyten wichtige Oberflachenproteine sind CD4 und
CD8. Diese kommen im peripheren Blut nur auf T-Lymphozyten mit dem abTCR vor, und immer
alternativ entweder das CD4 Protein oder das CD8 Protein. Daher kann man anhand dieser Prote-
ine die ab TCR-Lymphozyten in CD4*-T-Lymphozyten und CD8"-T-Lymphozyten unterscheiden.
Die CD4"-T-Lymphozyten stellen die Untergruppe der Helfer-T-Lymphozyten dar, die CD8"-T-
Lymphozyten die Killer-T-Lymphozyten.

Mit der CD-Klassifikation wird ein Code zur Unterscheidung von Proteinen bezeichnet, der
,»Cluster of Differentiation* benannt wurde.

Die Stammzellen aller T-Lymphozyten befinden sich im Knochenmark, zur Reifung wandern die
unreifen Vorstufen in den Thymus. Diese Vorstufen tragen noch keine fiir T-Lymphozyten charak-
teristischen Oberflachenproteine (CD3, CD4, CD8, TCR), man nennt sie in diesem Stadium Thy-
mozyten. Wahrend der ca. dreiwdchigen Reifung wandern sie vom Thymus-Kortex zur Thymus-
Medulla, und durchlaufen verschiedene Reifestadien, die durch Verdnderungen der exprimierten
Oberflachenproteine gekennzeichnet werden. Die unreifen Thymozyten, die weder CD4 noch CD8
exprimieren, werden als doppelt negative Thymozyten bezeichnet.

In einem Zwischenstadium beginnen die Thymozyten ihre TCR Gene zu transkribieren, und ent-

weder den abTCR oder den gd TCR zu bilden. Siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1. Schematische Dar stellung des Reifewegs von Thymozyten im Thymus [Kuby et al .,
2000]

Die Thymozyten, die einen gdTCR ausbilden, gehen einen anderen Reifungsweg als die Thymozy-
ten, die einen abTCR ausbilden, denn ertere reifen schneller, bilden kein CD4 oder CD8 Oberfla-
chenprotein und werden, nach Ausbildung eines CD3 Oberflachenproteins, als gd TCR doppelt ne-
gative T-Lymphozyten (CD4 CD8 CD3*TCRgd") den Thymus verlassen. Sie kommen physiolo-
gisch zu weniger als 5% aller T-Lymphozyten im Korper des Menschen vor [Bank et al., 1986;
Brenner et al., 1986; Chien et al., 1996; Lanier et al., 1987; Lanier et al., 1987]

Die meisten der doppelt negativen Thymozyten beginnen jedoch Uber eine Vorstufe den abTCR
sowie CD3, CD4 und CD8
(CD4*CD8"CD3*TCRab™) beginnen zu proliferieren, entweder CD4 oder CD8 von der Zellober-

auszubilden. Diese doppelt positiven Thymozyten

flache zu entfernen, und dann den Thymus als CD4*-abTCR-Thymozyt oder CD8"-abTCR-
Thymozyt zu verlassen, um dann auBerhalb des Thymus zu vollfunktionstiichtigen T-Lymphozyten
heranzureifen [Blackman et al., 1990; Carbone et al., 1988; Fowlkes et al., 1988; Kuby et al., 2000;
MacDonald et al., 1988].

Wahrend ihrer Reifung durchlaufen die TCRab-Thymozyten verschiedene Selektionsvorgange, die

dafir sorgen, dass nur voll funktionsttichtige Thymozyten, die nicht korpereigenes Gewebe angrei-

fen, sich weiterentwickeln und alle anderen absterben (Siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2. Schematische Dar stellung der negati-

ven und positiven Selektion der Thymozyten im
Thymus[Kuby et al., 2000]

Klasse passt, von der Zelloberflache entfernt wird.

T-Lymphozyten  durfen  und  kénnen
korperfremde Stoffe (Antigene) nur erkennen,
wenn sie IThnen von Zellen in Verbindung mit
bestimmten Molekilen, sogenannten MHC
Molekiilen, présentiert werden. Von den MHC
Molekdilen gibt es verschiedene Klassen, wobei
fur die T-Lymphozyten nur die Klassen I und
I wichtig sind. CD4 kann sich nur an MHC 11
und CD8 nur an MHC I anlagern.

Damit gewéhrleistet ist, dass der abTCR
Antigene nur in Verbindung mit MHC
Molekilen erkennt, wird den Thymozyten im
Thymus MHC | und MHC 11 présentiert. Die
Thymozyten, die sich an diese MHC Molekdile
nicht anlagern, sterben ab (negative Selektion),
wéhrend Thymozyten, die sich anlagern
weiterleben (positive Selektion) [Fowlkes und
Schweighoffer, 1995; Hogquist et al., 1994;
Hogquist et al., 1994] In diesem Schritt wird
auch festgelegt, ob das CD4 oder das CD8
von der Zelloberflache des in dieser Phase
noch doppelt positiven Thymozyten entfernt
wird, da sich der Thymozyt entweder an MHC
| oder an MHC 11 anlagert, und dabei das CD4

oder CD8 Protein, das nicht zu der MHC

In einer zweiten Selektionsstufe werden den Thymozyten, die die positive Selektion tiberlebt haben,

korpereigene Antigene in Verbindung mit MHC présentiert. In diesem Schritt sterben die Thymo-

zyten, die sich an diese Antigene anlagern ab (negative Selektion) [Saito und Watanabe, 1998;

Sprent und Webb, 1995]. Hierdurch werden autoaggressive Thymozyten, die zur Selbstzerstérung

des Organismus fiihren kénnen, eliminiert.

Dafiir, dass auch die gdTCR-Thymozyten positive und negative Selektionsschritte durchlaufen, gibt

es Hinweise [Haas et al., 1993], jedoch auch dagegen [Iwashima et al., 1991], insgesamt ist der Rei-

fungsweg der gd TCR-Thymozyten noch nicht vollstandig erforscht.
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Die meisten Thymozyten (98%) sterben auf dem Reifungsweg durch natirlichen Zelltod (Apopto-
se) [Nagata und Golstein, 1995], damit nur die Thymozyten den Thymus verlassen, die auch so

funktionieren, dass keine Gefahr einer Selbstzerstdrung des O rganismus droht.
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Abbildung 3. Schematische Dar stel-
lung desabTCR [Kuby et al., 2000]

Der T-Zell (TCR) Rezeptor ist ein transmembrandses Pro-
tein, das aus zwei durch Disulfidbriicken verbundenen A-
minosdurenketten besteht, deren Struktur der von Im-
munglobulinen gleicht, weswegen der TCR zur Superfami-
lie der Immunglobuline zahlt (Siehe Abbildung 3). Das N-
terminale Ende wird durch variable Sequenzen gebildet, die
fur die Vielfalt der TCR sorgen. Vor den variablen Sequen-
zen befinden sich wie bei den Immun-globulinen konstante
Sequenzen, die bei allen TCR gleich sind und bei der Anti-
genbindung beteiligt sind.

Die variablen Sequenzen werden wie bei Immunglobulinen
durch unterschiedliche Kombination verschiedener Gen-
Produkte gebildet, die man in die Gruppen C, D, J und V
zusammengefasst hat. Jede dieser Gruppen hat ein unter-
schiedliches Repertoire an mdglichen Gensegmenten, te-

ziehungsweise -produkten (sieche Tabelle 1). Die a-Kette

und die g-Kette werden aus den jeweils einem Segment der

Gruppe C, Jund V codiert, wéhrend die b-Kette und die d-Kette aus einem Gensegment aller vier
Gruppen C, D, J, V codiert werden. [Garcia und Teyton, 1998; Wilson und Garcia, 1997] (Siehe
Abbildung 4)

Tabelle 1. Anzahl der einzelnen Gensegmente, die fur den TCR codi eren [Kuby et al., 2000]

Anzahl von Gensegmenten

a-Kette
b-Kette
o-Kette
d-Kette

RPNNRFRQO

D

2

4

J \%
70 50
13 57

5 14

3 3

Der TCR bildet mit einem Oberflachenprotein (CD3) (Siehe Abbildung 5) einen funktionellen
Komplex (TCR-CD3-Komplex). Wie wichtig CD3 flir den TCR ist, kann man daran erkennen,
dass bei Verlust des fir CD3 codierenden Genes der gesamte TCR-CD3-Komplex wegfallt.
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Rearrangierung der a- und b-
Kette des T-Zell Rezeptors[Kuby et al., 2000]

Der CD3-Komplex besteht aus einer zz Doppelkette und zwei heterodimeren Doppelketten e
und ed). Die drei Doppelketten sind durch zum TCR unterschiedliche Ladung an den TCR gebun-

den.
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Abbildung 5. Schematische Dar stellung des TCR-CD3 Kompl ex [Kuby et
al., 2000]

Die Funktion von CD3 ist die Hilfe bei der Signaltbermittlung zwischen T-Lymphozyt und der
Uber den TCR gebundenen Zelle.
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1.1.3. Aufbau von CD4,CD8

Die fiir die Funktion der abTCR-T-Lymphozyten wichtigen Oberfldchenproteine CD4 und CD8

CD4

CD8

e

00000

Abbildung 6. Schematische Dar stellung
des Aufbausvon CD4 und CD8 [Kuby et

al., 2000]

haben eine Aufgabe bei der Bindung an das MHC Il
Molekiil beziehungsweise MHC | Molekiil.

CD4 ist ein 55-kDa monomeres Membranglykoprotein,
mit vier immunglobulindhnlichen Doménen (D,-D,),
einer hydrophoben transmembrandsen Region und d-
nem langen zytoplasmatischen Rest, mit drei phospho-
rylierbaren Serin-Resten (Siehe Abbildung 6).

CD8 besteht aus zwei, durch eine Disulfid-Briicke ver-
bundenen Ketten, mit ca. 30-38 kDa. Jede dieser Ketten
tragt eine einzelne immunglobulindhnliche Doméne, &-
ne hydrophobe transmembrandse Region und einen zy-
toplasmatischen an mehreren Stellen phosphorylierba-
ren Rest (Siehe Abbildung 6).

Beide Molekdile haben eine Doppelfunktion: Erkennung
des MHC Molekuls und Signaltransduktion. AulRerdem
erhoht das Vorhandensein von CD4 oder CD8 die Bin-
dungskraft des TCR. Nach Bindung der CD4 oder CD8

Molekdile an das entsprechende MHC Molekil werden Signale durch die zytoplasmatischen Reste
in die Zelle abgegeben [Sakihama et al., 1995; Zamoyska, 1998].
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1.1.4. Aufbau von MHC | und MHC 11

1.1.4. Aufbau von MHC | und MHC ||

Die MHC Molekiile kommen auf verschiedenen Kdrperzellen vor. Es existieren drei verschiedene
Klassen. Fur diese Arbeit interessant sind die Klassen I und II.

Klasse I ist auf nahezu allen kernhaltigen Zellen eines Organismus zu finden. Klasse 11 sind in den
Membranen von B-Zellen, aktivierten T-Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen, Langer-
hanszellen der Epidermis und Spermatozyten gefunden worden. Klasse 11 sind Serumproteine.
Das MHC System dient der Steuerung einer Immunantwort, der Erkennung von kdrpereigenen

Zellen und ist an der Antigenprasentation beteiligt.

Das MHC | Molekul besteht aus einer grol3en 45 kDaa -Kette, die in drei ca. 90 Aminosauren um-
fassende Unterdomdnen al, a2, a3 untergliedert ist und einem kleineren, durch nichtkovalente

Bindung an die a-Kette gebundenem, 12 kDa b ,-Mikroglobulin (siehe Abbildung 7). Die a-Kette

MHC Elasse I Moleldil MHC Flasse II Moleldil
= Peptid- e
bindungsspalte

Ny
\ re 4 =

Membrandistale Doménen |'

Membranproxunale Y
Doménen =
P ' P2- Mikoglobulin
QoG :
Transmermbranes :':'I i IIIf it
Segment 1} ]
(!
0 O
Zytoplasmatischer
Fest

Abbildung 7. Schematische Aufbau desMHC | und desMHC |11 Molekiils. [Kuby et al., 2000]
ist in der Membran durch einen hydrophoben transmembrandsen Anteil verankert und besitzt &-

nen zytoplasmatischen Rest. Die Interaktion mit CD8 findet an der a3-Domane statt.

Das MHC 11 wird von zwei Ketten gebildet, einer 33 kDa a-Kette und einer 28 kDa b-Kette, die
durch nichtkovalente Bindung gebunden sind. Beide Ketten sind membrangebundene Glykopro-

teine, die durch einen hydrophoben transmembrandsen Anteil an die Membran gebunden sind, und
eine zytoplasmatischen Rest besitzen. Die Ketten sind in jeweils zwei Unterdoménen al, a2, b1,

b2 untergliedert. Die Interaktion mit CD4 erfolgt durch die a2-Doméne.
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1.1.4. Aufbau von MHC | und MHC 11

An beiden MHC Molekiilen befindet sich an dem membrandistalen Ende eine Peptidbindungsspal-
te, an der Antigen prasentiert wird.

MHC | Molekiile binden Uber Peptidbindung endogene, intrazellulére Proteine, die von der Zelle
aufgenommen, an das MHC | Molekil gebunden und dann an der Zelloberflache exprimiert wer-
den.

MHC Il Molekile binden exogene Proteine die iber Exozytose an MHC Il Molekiile gebunden
werden [Bjorkman und Burmeister, 1994].
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1.1.5.1. abTCR-T-Lymphozyten

1.1.5. Funktion von T-Lymphozyten

Wie aus dem vorgehendem ersichtlich, unterscheidet man die T-Lymphozyten aufgrund unter-

schiedlicher TCR inab TCR-T-Lymphozyten und gd TCR-T-Lymphozyten.

1.1.5.1. abTCR-T-Lymphozyten
abTCR-T-Lymphozyten gehdren zu den spezifischen Abwehrzellen des Organismus. Man unter-

gliedert sie in die Helfer-T-Lymphozyten und in die Killer-T-Lymphozyten. Sie unterscheiden sich
neben ihren Aufgaben unter anderem durch membranstdndige Oberflachenproteine. Helfer-T-
Lymphozyten tragen ein CD4 Protein und Killer-T-Lymphozyten ein CD8 Protein. Alle T-
Lymphozyten tragen an ihrer Zelloberflache das CD3 Protein.

Zellen des Organismus tragen die unterschiedlichsten Oberflachenproteine, die sie flr die verschie-
densten Aufgaben bendtigen. Die CD4 beziehungsweise CD8 Proteine haben zum Beispiel folgen-
de funktionelle Aufgaben: Sie dienen zum einen als Zell-Zell-Adhésionsmolekil, zum anderen
konnen die CD4 und CD8 Molekdle Signale von der T-Zelle zu einer gebundenen Zelle weiterlei-
ten oder verstarken. Auch gewahrleisten sie, dass sich der Lymphozyt nur an die Zellen anlagert, die
ein MHC Molekil tragen, das zu dem jeweiligen CD Protein passt, da CD4 nur an MHC Il an-
dockt und CD8 nur an MHC I.

Viele Oberflachenproteine werden auch zur immunologischen Unterscheidung von Zellen benutzt,
da sie fur bestimmte Zellen spezifisch sind. Das Zusammenspiel der Oberflachenproteine fuhrt zu
Verénderungen in den beteiligten Zellen, wodurch letztlich eine Immunantwort entsteht.
abTCR-T-Lymphozyten missen aktiviert werden, um als immunkompetente Zellen bei der Ab-
wehr von korperfremden Stoffen mitzuwirken. Die Aktivierung von T-Helferzellen geschieht nach
Antigenprésentation durch eine antigenprasentierende Zelle (APC= antigen presenting cell). Damit
die T-Helferzelle das Antigen, zum Beispiel ein Virus, erkennen kann, muss es von der APC in Pro-
teinbestandteile zerlegt werden (Antigenprozessierung), die dann an der Zelloberflache der APC
zusammen mit einem Oberflachenprotein (MHC I1) exprimiert werden (Antigenprasentation) (Sie-
he Abbildung 8). Helfer-T-Lymphozyten lassen sich nur durch Antigene, die an MHC 11 Molekile
gebunden sind, aktivieren, wobei der Bindung von CD4 und MHC 11 eine entscheidende Rolle bei
der Aktivierung zuféllt. Die aktivierte T-Helferzelle tritt nach einer Kaskade von biochemischen
Ereignissen aus einem Gg-Stadium, in welchem sie seit dem Verlassen des Thymus ruhte, in den
Zellzyklus ein und teilt sich wiederholt sowohl in Effektorzellen als auch in Memoryzellen. Die
Memoryzellen sind langlebige Helfer-T-Lymphozyten, die bei einem spateren Kontakt mit dem
selben Antigen, durch welches sie aktiviert wurden, rasch reagieren kdnnen und fir die sekundare

Immunantwort mitverantwortlich sind.
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1.1.5.1. abTCR-T-Lymphozyten

Exogenes

Antigen
MHC Klasse I i

%,—-"'Jf f
' 4 Peptide -]
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Ir,f""\-»‘— Peptid / r"||
I'\,_f/"l _Iv"l Konstante
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Endogener ‘F.Feg
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Abbildung 8. Schematische Dar stellung des endogenen und
exogenen Weges der Antigenprozessierung. [Kuby et al.,
2000]

Die Effektorzellen schitten ver-
schiedene Zytokine (Interleukine,
TGF-b, IFN-g GM-CSF) aus, die
zur Aktivierung anderer Zellen des
Immunsystems  (unter anderem
Killer-T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und Makrophagen)
notwendig sind.

Die T-Killerzelle kann nur durch
diese Zytokine aktiviert werden,
und wandelt sich dann in eine zyto-
toxische T-Zelle (CTL, Cytotoxic-
T-Cell) um. Die CTL kann von d-
nem Antigen — zum Beispiel einem
Virus — befallene Zellen nur dann
erkennen, wenn Bestandteile des
Antigens zusammen mit einem
Oberflachenprotein (MHC 1) auf
der Oberflache der befallenen Zel-

le exprimiert werden. Zellen, die

Antigene mit MHC | Molekilen exprimieren, nennt man Target (Ziel-) Zellen, da sie von CTL er-

kannt und abgetotet werden.

Dieser komplizierte Mechanismus, dass Antigene nur zusammen mit den MHC Molekiilen I oder

Il erkannt werden, schitzt den Korper davor, dass korpereigene gesunde Zellen von T-

Lymphozyten autoaggressiv abgetttet werden und hilft die Immunantwort zu steuern.

In der Peripherie kommen ab TCR-T-Lymphozyten fast ausschlieBlich als CD4 oder CD8 positive

Zellen vor. Jedoch hat man auch abTCR-T-Lymphozyten beim Gesunden gefunden, die doppelt

negativ sind, also weder CD4 noch CD8 zeigen [Levitsky et al., 1991; Sneller et al., 1992] Man

vermutet, dass sie im Gegensatz zu den gd TCR-T-Lymphozyten wahrscheinlich nicht primér ent-

stehen, sondern sekundér durch Herunterregulation von CD4, beziehungsweise CD8 Oberflachen-

protein, um sich nach Aktivierung und Erledigung ihrer ,,Arbeit” auf den natiirlichen Zelltod (A-

poptose) vorzubereiten [Drappa et al., 1996].
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1.1.5.2. gdTCR-T-Lymphozyten

1.1.5.2. g TCR-T-Lymphozyten
gdTCR-T-Lymphozyten kommen bei gesunden Menschen zu weniger als 5% vor [Kuby et al.,

2000]. Ihre Funktion ist noch nicht ganz geklért, sie zeigen neben Ahnlichkeiten viele Unterschiede
in ihrer Funktion zu den ab TCR-T-Lymphozyten [Bluestone et al., 1995; Chien et al., 1996]

Im Gegensatz zu den abTCR-T-Lymphozyten findet man sie vor allem in epithelialem Gewebe
(Haut, Lungen- und Darmepithelien). Sie zirkulieren auch nicht im Organismus wie die abTCR-T-
Lymphozyten.

Aus mehreren Studien zeigen sich Evidenzen, dass ihre Aufgaben in der frilhen Immunantwort lie-
gen [Ferrick et al., 1995; Haas et al., 1993; Hiromatsu et al., 1992; Ohga et al., 1990], sie keine Anti-
genprozessierung und -présentation benétigen [Schild et al., 1994; Sciammas et al., 1994; Weintraub
et al., 1994], und dass die von ihnen erkannten Antigene keine Proteine sein mussen [Constant et
al., 1994; Schoel et al., 1994; Tanaka et al., 1995; Tanaka et al., 1994] Dies beféhigt sie, schnell und
direkt eine frihe Antwort auf bestimmte pathogene Einwirkungen auf den Organismus (Tumor,

Toxine, defekte Zellen) auszubilden, ohne von aul3en stimuliert werden zu miissen.
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1.2. Apoptose

1.2. Apoptose

Apoptose gehort zu den wichtigsten Zellfunktionen aller Zellen. Unter Apoptose versteht man den
natlirlichen programmierten Zelltod mit kontrollierter Autodigestion. Dieser VVorgang steht im Ge-
gensatz zur Nekrose, welche eine pathologische Form von Zelltod darstellt, die von einer akuten
Verletzung der Zelle ausgeht [Seishima et al., 1996; Thompson, 1995; Vaux et al., 1994] und in der
Regel mit einer Entziindung einhergeht.

Das Zelltodprogramm durchlduft

verschieden Stadien der Zellveran-

= derungen, mit  Verminderung
Mekrose | Apoptose

. Felbverformang, des Zellvolumens, Verénderung
Verklunpung wen Chramenn | ﬁ “. e Verdichimg und )
Sotrwelug der Organellen | -: Ficub B wﬂl‘d des Zytoskeletts, Verdichtung des
Fle .:1'1.;:11.2 der Elitechendnen |- ¢ ol & .f / des Clromating
SR ot S B densation des =
: o Zellkerns und Auflésen der DNA

in kleine Fragmente, Auflésung der

Zelle in kleine membranumhiillte

g g Fragmenterung dee
%._-.':-' }  Zellearm,

. ;}"9 ——dis® Bidusg von Blaschen, die rasch von Makropha-
R @ oSG Zelblaschen _ .
: o= WQ'W 1nd Apaptoge- gen phagozytiert werden, um lyti-

i leSeperchen

Disintegration Himgomnns sche und toxische Stoffe nicht aus-

_dpepesskeperchn | treten zu lassen. Somit wird eine

Frejsatmmg der

e ::"'. : EE — Entziindung des umliegenden Ge-

e Zele webes verhindert (Siehe Abbildung

Eremciug R 9). Apoptose wird vom Organis-

Abbildung 8. Schematischer Vergleich von Apoptose und mus verschiedentlich eingesetzt:

Nekrose. [Kuby et al., 2000] o )
Zum Beispiel fur die Auflosung al-

ter Zellen und Wiederverwertung von Zellbestandteilen, als Mittel bei der natirlichen Selektion
wéhrend der Zellwachstumsphasen, zur Elimination von erkrankten Zellen (Tumorzellen, viral ver-
anderten Zellen, autoreaktiven Lymphozyten [Rathmell et al., 1996; Russell et al., 1993; Singer und
Abbas, 1994; Singer et al., 1994]), nicht mehr bendtigten aktivierten Lymphozyten [Nagata, 1997;
Saito, 1998], und auch zur Verhinderung von tibermaRiger Proliferation von Zellen (zum Beispiel
Lymphozyten).

Es gibt verschiedene Mechanismen, wie die Apoptose in einer Zelle eingeleitet werden kann. Die
CTL benutzen zum Abtoéten ihrer Targetzellen mittels Apoptose zwei davon, den Perforin vermit-

telten und den Fas vermittelten Mechanismus.
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1.2.1. Perforin vermittelte Apoptose

1.2.1. Perforin vermittelte Apoptose

Caspasen-Kaskade

Procaspase {Caspase

Apoptose

Abbildung 10. Schematische Dar -

stellung des Perforin ver mittelten
Apoptose Weges.
[http://biochem.roche.com/
apoptosis/sciinf0l.htm]

Dieser Mechanismus wird tber Enzyme (Perforine) vermittelt,
die nach Andocken der CTL an die Targetzelle in den inter-
membrandsen Spalt zwischen CTL und Targetzelle ausgeschittet
werden (Siehe Abbildung 10). Die Perforine bilden Poren in der
Zellmembran der Targetzelle, durch welche Proteasen (Granzy-

me) in die Targetzelle eingeschleust werden [Lowin et al., 1996;

| Nakajima et al., 1995; Schroter et al., 1995]. Hierbei spielt vor al-

lem eine Serin Protease, das Granzym B (CTL proteinase-1,
Fragmentin-2, RNKP-1), eine Rolle. Dieser Weg miindet in der
Aktivierung von Enzymen (Caspasen), unter anderem Procaspa-
se 3, die das Todessignal zum Zellkern und anderen Zellstruktu-
ren weiterleiten (siehe Kapital 1.2.3.). Der CTL l6st die Bindung
zur Targetzelle und dockt an der néchsten Targetzelle an, wah-
rend die Zelle in die Apoptose eintritt [Atkinson und Bleackley,
1995; Berke, 1995; Darmon et al., 1995; Griffiths, 1995; Irmler et
al., 1995; Kagi et al., 1994; Kagi et al., 1994; Peitsch und
Tschopp, 1994; Quan et al., 1996; Smyth und Trapani, 1995]
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1.2.2. DISC vermittelte Apoptose

1.2.2. DISC vermittelte Apoptose

An einem anderer Weg, der unter dem Oberbegriff DISC (Death Inducing Signaling Complex) zu-
sammengefasst wurde, ist das Fas Protein (beziehungsweise CD95 oder Apo-1) und sein Ligand
(FasL) wesentlich beteiligt (siehe Abbildung 11) [Berke, 1995; Henkart und Sitkovsky, 1994; Kagi et

al., 1994],
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1.2.2.1. Fas (CD95, APO-1)

1.2.2.1. Fas (CD95, APO-1)
Fas wurde 1989 von 2 unabhéngigen Gruppen entdeckt und von der einen Fas, von der anderen

APO-1 betitelt [Trauth et al., 1989; Yonehara et al., 1989] Als CD Code erhielt es die Bezeichnung
CD95. Es handelt sich hierbei um ein Typ | Membranprotein [Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992]

bestehend aus 319 Aminosauren mit einer einfachen transmembrandsen Doméne. Fas zeigt struk-

turelle Zugehorigkeit zur Familie des Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptors (TNFR) (siehe Tabelle 2)
[Cheng et al., 1994; Dhein et al., 1992; Itoh et al., 1991; Krammer et al., 1994; Nagata und Golstein,
1995; Smith et al., 1994; Yonehara et al., 1989].

Tabelle 2. Aufstellung der Familienmitglieder des TNF-Rezeptors [Nagata, 1997]

TNFR-Familie

TNFR1, TNFR2, Lymphotoxindb Rezeptor, NGF-Rezeptor (p75), CD40, CD27, CD30 [Nagata und
Golstein, 1995} DR-3 [Chinnaiyan et al., 1996; Kitson et al., 1996} Wsl-1, human HVEM [Montgo-
mery et al., 1996], chicken CAR1 [Brojatsch et al., 1996]

Rezeptoren der TNFR-Familie tragen charakteristischerweise 26 Cystein reiche Doméanen (CRD)
[Smith et al., 1994] in der extrazellularen Region (Fas: drei CRD (CRD1, 2, 3)), die fiir eine Bindung
mit einem Liganden notwendig sind [Marsters et al., 1992; Orlinick et al., 1997; Welcher et al., 1991,
Yan und Chao, 1991]. Nach der Bindung eines Liganden an diese CRD aulRerhalb der Zelle, erfolgt
durch Umformung der Proteinstruktur eine Leitung des Signals an den intramembrandsen Anteil
[Schlessinger und Ullrich, 1992]

Einige Familienmitglieder (Fas, TNFR1, DR-3/Wsl-1, CAR1) zeigen auch in ihrem intrazelluldren
Aufbau eine gewisse Homologie untereinander. Sie tragen sechs amphipathische a -Helices [Huang
et al., 1996] die Todesdomanen benannt wurden [Itoh und Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993],
und zusammen aus ca. 70 Aminosauren bestehen.

Bei Fas werden die intrazellularen Todesdomanen aus ca. 80 Aminosdurepaaren zusammengesetzt
und bestehen aus mehreren hintereinander geschalteten intrazelluldaren Proteinen (TNF I, DR3-
DR5). Weitere, mit Todesdoménen ausgestattete Proteine (FADD/MORTY, RIP, RAIDD) sind,
Uber die Todesdoméanen gebunden, nachgeschaltet [Nagata, 1997].

Die Signalweiterleitung kann man in drei verschiedene und unabhéngige Wege untergliedern.
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1.2.2.1. Fas (CD95, APO-1)

1. FADD/MORT1 spielt eine Rolle als Sammelstelle der vorgeschalteten Todesdomanenproteine.
Uber die C-terminale Todesdoméne (FADD) [Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995], wird
es nach der Aktivierung von Fas an die Todesdomanen von Fas gebunden [Kischkel et al.,
1995]. Die N-terminale Region (MORTY) ist eine sogenannte Todes Effektor Domane (DED)

CcD9

2 MHC Klasse I
Ligand ‘v

. %\ CD95

Caspasen-Kaskade

Procaspase Caspase

Abbildung 11. Schematische Dar stellung der
DISC vermittelten Apoptose.

[http://biochem.roche.com/apoptosis/sciinfO1l.htm]

und fur die Signalweiterleitung in die Zelle
verantwortlich. An sie kann ein weiterer mit
zwei DED ausgestatteter Proteinkomplex
gebunden werden, der urspringlich FLICE
(FADD-like ICE) oder MACH (MORT-1 as-
sociated CED-3 homologue) genannt, jetzt
aber Caspase 8 betitelt wurde. Caspase 8 ist
ein Einstieg in die Caspasenkaskade, die letzt-
lich zum Tod der Zelle fuhrt.

Ein alternativer Weg der Signalweiterleitung
[auft Gber das RIP Protein. RIP ist eine Se-
rin/Threonin Kinase, die eine Todesdoméne
beinhaltet und an die intrazellularen Fas-
Todesdoménen bindet. RIP bendtigt ein wei-
teres nachgeschaltetes Protein RAIDD (Rip
associated Death Domain), einerseits da
RAIDD die Bindung von RIP an Fas unter-
stiitzt, andererseits
ubemimmt RAIDD die Signalweiterleitung in
die Zelle, da RIP keine DED besitzt, (iber die
das Signal weitergegeben werden konnte.
Auch RAIDD besitzt keine DED, sondern

aktiviert direkt eine Caspase (Caspase 2),

durch die dann die Caspasenkaskade getriggert wird.

3. Die dritte Alternative geht tber ein Protein ohne eigene Todesdoméne (DAXX = Fas death

domain associated protein), welches direkt an die Todesdomane von Fas bindet. DAXX

aktiviert INK (c-Jun N-terminal kinase), eine Kinase, die direkt die Caspasenkaskade aktiviert

[Liu et al., 1996; Yang et al., 1997].
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1.2.2.1. Fas (CD95, APO-1)

Fas wird von fast allen Zellen des Organismus exprimiert, was die Bedeutung dieses Proteins unter-

streicht.
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1.2.2.2. FasLigand

1.2.2.2. FaslLigand
FasL ist ein Typ Il Membranprotein und gehort zur TNF Familie [Gruss und Dower, 1995; Nagata

und Golstein, 1995; Suda et al., 1993], und zeigt zur TNF Familie homologe extrazellulare und in-

trazellulare Regionen (siehe Tabelle 3 fur eine Aufstellung der TNF-Familienmitglieder).

Tabelle 3. Aufstellung der Familienmitglieder des TNF [Nagata, 1997]
TNF-Familie
TNF, Lymphotoxin, CD30 Ligand, 4-1BB Ligand, CD40 Ligand, CD27 Ligand

Der intrazelluldre Bereich, eine 80 Aminoséuren lange prolinreiche Doméne, scheint Signale in die
Zelle abgeben zu kdnnen, so dass die Signalleitung des Fas Liganden bidirektional ablaufen kann
[Suzuki und Fink, 1998] und eine Fas/FasL Bindung zu einer Costimulation der Effektorzelle fiih-
ren kann. Es gibt sogar unver6ffentlichte Hinweise fiir Proteine, die an diesem intrazellularen Be-
reich des FasL binden kdnnen [Orlinick et al., 1999].

Membransténdiger FasL wird vor allem von NK-Zellen (nattrlich Killerzellen) und aktivierten CTL
exprimiert, und spielt daher eine Rolle bei antiviralen und antitumordsen Reaktionen, sowie bei der
Regulation der Lymphozytenentwicklung [Lynch et al., 1995].

Eine Bindung von FasL an membranstandigen Fas fuhrt zur Apoptose [Suda et al., 1995; Suda et
al., 1993; Watanabe-Fukunaga et al., 1992}
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1.2.2.3. L6diche Formen von Fas und Fas Ligand

1.2.2.3. L6dliche Formen von Fas und Fas Ligand
Fas und sein Ligand kdnnen auler als Zelloberflichenmolekil, zum Beispiel auf CTL, auch als 16s-

liches Protein im Organismus vorkommen.

Die lésliche Form von Fas (soluble Fas, sFas), entsteht durch inkomplette Transkription des Fas
Genes mit Fehlen der transmembrandsen Aminosauresequenz [Cheng et al., 1994] und wird
wahrscheinlich von B- und T-Lymphozyten gebildet [Knipping et al., 1995].

Der membransténdige Fas Ligand (FasL) wird durch die Einwirkung einer Metalloproteinase in die
I6sliche Form soluble FasL (sFasL) umgewandelt [Kayagaki et al., 1995; Tanaka et al., 1996; Tanaka
et al., 1995]. sFasL ist ein 26-kDa Glykoprotein und besteht aus dem extrazelluldren Anteil von
membranstandigem FasL.

Wahrend sFas die Induktion von Apoptose hemmt, indem es durch Bindung an den membran-
standigen oder loslichen Fas Liganden eine Bindung des Liganden an membrangebundenes Fas
verhindert [Cheng et al., 1994; Knipping et al., 1995; Tanaka et al., 1996} induziert sFasL selbst-
stdndig an membranstdndigem Fas die Apoptose der Zelle [Suda et al., 1995; Suda et al., 1993; Wa-
tanabe-Fukunaga et al., 1992] Man hat jedoch gefunden, dass sFasL schwéchere Apoptose induzie-
rende Wirkung als membranstandiger Fas Ligand besitzt, so dass man auch von einer apoptose-
hemmenden Wirkung ausgeht [Nagata, 1997; Suda et al., 1997]
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1.2.3. Die Caspasenkaskade

1.2.3. Die Caspasenkaskade

Eine Schlusselrolle im Ablauf der Apoptose kommt einer Enzymgruppe von Proteasen zu. Sie
wurden zunéchst als ICE (interleukin-1b-converting-enzyme) bezeichnet und aufgrund von Homo-
logien in der Aminosdurensequenz in drei Gruppen aufgegliedert (ICE-like, ICH1-like und CPP32-
like Proteasen) [Alnemri et al., 1996] (Siehe Tabelle 4). Jede von diesen Proteasen kann alleine A-
poptose verursachen, wenn sie in ausreichender Menge in der Zelle vorkommt.

Da sie cysteinhaltige Proteasen sind und ihr Substrat hinter der Aminosiure Aspartam spalten,
wurden sie Caspasen (Cystein-Aspartam Protease) benannt [Alnemri et al., 1996]

Caspasen kommen in allen Zellen als inaktive Procaspasen vor, die durch proteolytische Spaltung
aktiviert werden kénnen. Es gibt viele verschiedene Caspasen, die meisten bewirken nach ihrer Ak-
tivierung ebenfalls eine Aktivierung durch proteolytische Spaltung von weiteren Procaspasen. Es
gibt Hinweise, dass einige unterschiedliche Caspasen das selbe Substrat spalten, also redundant an-
gelegt sind [Nagata, 1997] Wie aus Tabelle 4 zu sehen ist, haben viele Caspasen Procaspasen als
Substrat.

Tabelle 4. Aufstellung der Caspasen und Untergliederung in Superfamilien. [Nagata, 1997]

neuer Name alter Name Substrat

Caspase 1 Superfamilie

Caspase 1 ICE pro-111b, Procaspase 3, Procaspase 4
Caspase 4 ICErek-11, TX, ICH-2

Caspase 5 ICEre-Il, TY

Caspase 2 Superfamilie

Caspase 2 ICH-1 PARP

Caspase 9 ICE-LAPS

Caspase 3 Superfamilie

Caspase 3 CPP32, Yama, Apopain  PARP, DNA-PK, SRE/BP, rho-GDI
Caspase 6 Mch2 Lamin A

Caspase 7 Mch3,ICE-LAP3, CMH-1 PARP, Procaspase 6

Caspase 8 FLICE, MACH, Mch5

Caspase 9 ICE-LAPG, Mch6 PARP

Caspase 10 Mch4

Die bei der Perforin vermittelten Apoptose eingeschleusten Granzyme (Proteasen) aktivieren die
Caspasenkaskade unter anderem durch Aktivierung der Procaspase 3 (CPP32beta).
Die Aktivierung der Caspasenkaskade durch FasL-Fas Bindung kann durch Caspase 8, Caspase 2

oder direkt durch das JNK (c-Jun N-terminal kinase) Enzym erfolgen.
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1.2.3. Die Caspasenkaskade

Die Caspasenkaskade aktiviert sogenannte Todessubstrate, die fiir die intra- und extrazellularen
Veranderungen (Zellverformung, Verdichtung und Auftrennung des Chromatins, Kondensation

des Zytoplasmas, Zellkernfragmentierung, Bildung von Zellblaschen und Apoptosekorperchen)

wéhrend der Apoptose verantwortlich sind.
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1.2.4. Regulations- und Hemmmechanismen der Apoptose

1.2.4. Regulations- und Hemmmechanismen der Apoptose

Wichtig fir den Organismus sind Mechanismen, die daftr sorgen, dass Apoptose nicht unkontrol-

liert eingeleitet wird. Jedoch bedienen sich auch Viren und andere Krankheitserreger bestimmter

Proteine und Mechanismen, um die befallene Zelle vor der Apoptose zu schiitzen, bis der Vermeh-

rungszyklus abgeschlossen ist.

1.

Einige Viren hemmen bestimmte Caspasen [Thornberry et al., 1992], indem sie die Aktivierung
der Procaspase verhindern. So tragen zum Beispiel das Kuhpockenvirus oder das Baculovirus
Gene (crmA oder p35), die tber eine Blockierung von Caspase 3 oder Caspase 1 die Fas ver-
mittelte Apoptose blockieren [Enar i et al., 1995; Enari et al., 1996; Los et al., 1995; Tewari und
Dixit, 1995]

Ein weiterer Mechanismus zum Schutz vor Apoptose hdngt mit einem Protein zusammen, das
man Bcl-2 genannt hat. Bcl-2 gehort zu einer Gruppe von Proteinen (Bcl-2 / Bcl-xL / Bax /
Bcl-xS / Bak), die die Apoptose hemmen (Bcl-2, Bcl-xL) oder fordern (Bax, BckxS, Bak) kon-
nen. Das Verhéltnis der férdernden und hemmenden Proteine entscheidet, ob die Zelle in A-
poptose geht oder nicht. Wie Bcl-2 vor der Apoptose schiitzt, ist derzeit noch unklar. Diese
Proteine sind vorwiegend an mitochondrialen Membranen lokalisiert. Man vermutet daher, dass
ein Wirkmechanismus dieser Proteine in der Stabilisierung des mitochondrialen Membranpo-
tentials besteht, und sie somit einem entscheidenden ,,Point-of-no-Return Prozess entgegen-
wirken. Hierbei handelt es sich um einen Mechanismus, bei dem nach einem Zusammenbruch
des mitochondrialen Membranpotentials bestimmte Proteine (AIF, Cytochrom C) aus dem Mi-
tochondrium ausstromen [Craig, 1995; Kroemer, 1997; Williams und Smith, 1993; Yang et al.,
1995], was unweigerlich zur Apoptose der Zelle fihrt.

FLIP (FLICE Inhibitory Protein) hemmt den FADD/MORT1-Caspase8 Weg durch Interakti-
on mit der DED und Hemmung der Bindung von Caspase 8 an MORT1. Viren, die befallene
Zelle auf diesem Weg vor der Apoptose schiitzen, benutzen eine sogenannte FLIP (virale
FLIP) [Thome et al., 1997].

Das Uberleben von aktivierten B- und T-Lymphozyten bis zur Erfiillung ihrer Aufgabe wird tiber

das Bcl-2 System gesteuert. Aktivierte Lymphozyten produzieren weniger Bcl-2 als naive Lympho-

zyten, so dass sie empféanglicher fur Apoptose sind. Ein bestimmter Mechanismus schitzt Lym-

phozyten vor Apoptose, solange sie Kontakt mit einem Antigen haben. Wird das Antigen elimi-

niert, fallt dieser Mechanismus weg, und die aktivierten Lymphozyt gehen nach Erledigung ihrer

Arbeit in Apoptose Uber.
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1.2.4. Regulations- und Hemmmechanismen der Apoptose

Ein anderes Beispiel fur die Verwendung des Bcl-2, Bel-xL vermittelten Schutzmechanismus stellen
bestimmte Viren wie das Pocken oder Herpesvirus dar, die diesen Mechanismus nutzen, um die

Zelle bis zur Vollendung des Replikationszyklus vor Apoptose zu schiitzen.
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1.3. Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

1.3. Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Canale und Smith beschreiben ein sehr seltenes Syndrom [Canale und Smith, 1967; Drappa et al.,
1996; Kellerer und Mutz, 1976], das unter den Oberbegriff lymphoproliferative Syndrome fallt. Es
handelt sich hierbei um einen Symptomkomplex, der zwischen dem ersten Lebensmonat und ca.
zwei Lebensjahren auftritt und durch Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und autoimmuno-
logische Erscheinungen wie hamolytische Andmie, Thrombozytose u.d. gekennzeichnet ist. Die
chronische, von infektidsen Erkrankungen unabhéngige Lymphadenopathie flihrt zu einer massi-
ven, zunehmenden, festen, nichteitrigen, nicht erythemattsen Vergrofierung aller Lymphknoten
(femoral, abdominal, inguinal, axilldr, cervical etc.). Histologisch zeigt sich in den Lymphknoten &-
ne Verénderung der Lymphknotenarchitektur, mit vielen Lymphozyten, abnormalen Histiozyten
und monozytenartigen Zellen. Die Leber und Milz zeigen in der Regel, abgesehen von Zeichen &-
ner extramedulldren H&dmatopoese, keine strukturellen Verénderungen. Im Knochenmark findet
man haufig Zeichen vermehrter Zellreifung. Die Splenomegalie kann solche Ausmafe annehmen,
dass eine Splenektomie zum Beispiel aufgrund einer Andmie oder Panzytopenie durchgefihrt wer-
den muss. Interessanterweise zeigen sowohl die vergroRerten Lymphknoten als auch die vergrofier-
te Leber und Milz eine Volumenminderung wéhrend infektioser Erkrankungen. Diese gehen in der
Regel mit normalem Fieber einher. Kortikosteroide, Antibiotika oder immunsuppressive Medika-

menten scheinen eher nur geringe Wirkung zu zeigen.

Eine Analyse der T-Zellsubpopulationen zeigte einen im Vergleich zum Gesunden erhéhten Anteil
von mehr als 20% an CD4 CD8 CD3"-T-Lymphozyten. Als Ursache fiir dieses Syndrom haben
Drappa et al. eine Mutation im Fas Gen, die zu Veranderungen der Todesdoméanen flihrt, beschrie-
ben [Drappa et al., 1996] Fur diese Erkrankung existieren Mausmodelle mit bestimmten Gendefek-
ten, die man aufgrund der phé&notypischen Veranderungen, die diese Defekte provozieren, ,,Ipr
(lymphoproliferation) und ,,gld* (generalized lymphoproliferative disease) genannt hat. Diese M&u-
se zeigen dhnliche Symptome wie Patienten, die am Canale-Smith-Syndrom leiden. Auch bei ihnen
fand man einen erhdhten Anteil an DN-T-Lymphozyten [Adachi et al., 1995; Cohen und Eisen-
berg, 1991]

Den Zusammenhang der Symptome mit dem Defekt im Fas Gen versucht man durch eine einge-
schréankte Apoptose zu erkldren. So ist es denkbar, dass zum Beispiel Lymphozyten, die durch A-
poptose abgetttet werden sollen, aufgrund des Apoptosedefektes weiter Uberleben, sich im
lymphatischen Gewebe und im Blut anreichern und so zu den oben genannten Verénderungen fih-
ren. Da es noch weitere Apoptosemechanismen gibt, muss auch keine generalisierte Organvergro-

Rerung oder ein Immundefekt vorliegen.
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1.3. Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Man vermutet, dass aktivierte T-Lymphozyten nach Erfillung ihrer Aufgabe ihre Oberflachenanti-
gene CD4 und CD8 herunterregulieren, um sich fir Fas-FasL vermittelte Apoptose zu sensibilisie-
ren [Vignaux und Golstein, 1994]. Da diese Zellen bei Defekten des haufigsten — Fas vermittelten —
Apoptoseweges nicht abgetotet werden konnen, lielie sich so die Anreicherung der doppelt negati-
ven T-Lymphozyten erkldren [Drappa et al., 1996].

Cheng et al. zeigten auf, dass, nachdem sie gesunden Mausen sFas verabreichten, es zu einem An-
stieg von DN-T-Lymphozyten und auch von einfach-positiven (CD4" oder CD8") T-Lymphozyten
kam [Cheng et al., 1994]. Wie schon beschrieben vermutet man, dass sFas den Fas-Liganden blo-
ckiert, und dadurch antiapoptotisch wirkt. Die Anreicherung von einfach-positiven und doppelt
negativen T-Lymphozyten kann man daher darauf zurtickfuhren, dass nach Gabe von sFas weniger
von diesen Zellen in Apoptose gehen. Dies zeigt die enge Beziehung und die Wichtigkeit von Fas

und seinem Liganden flr die Elimination von nicht mehr benétigten T-Lymphozyten.

Im Dr. von Haunerschen Kinderspital, Miinchen, stellen sich immer wieder Kinder mit rezidivie-
renden unspezifischen fieberhaften Infektionen vor, die deswegen zur weiteren Diagnostik statio-
nar aufgenommen werden. Bei manchen Patienten bestehen Symptome, die an das Canale-Smith-
Syndrom erinnern, wie Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und Fieber, ohne dass die Kinder
einen auffallig reduziertem Allgemeinzustand zeigen.

In dieser Untersuchung wurde die Frage gestellt, ob man bei Kindern mit haufigen Infektionen d-
nen vermehrten Anteil an DN-T-Lymphozyten finden kann. Dazu fiihrte die Hypothese, dass akti-
vierte T-Lymphozyten tber Herunterregulierung ihrer Oberflachenproteine sich auf die Apoptose
vorbereiten [Drappa et al., 1996] Bei Kindern mit haufigen Infektionen kann man annehmen, dass
der Korper auf die Infektionen mit einer vermehrten Aktivierung von Abwehrzellen, also auch von
T-Lymphozyten reagiert. Demnach wéren bei Kindern mit hdufigen Infektionen vermehrt aktivier-
te T-Lymphozyten und durch die Herunterregulation der Oberflaichenproteine vermehrt DN-T-
Lymphozyten zu erwarten.

Zusatzlich bestand die Aufgabe, eine Korrelation von DN-T-Zellen mit den I6slichen apoptose-
modulierenden Faktoren sFas und sFasL zu untersuchen, da hier Zusammenhénge vorbeschrieben
wurden [Cheng et al., 1994; Drappa et al., 1996]

Wie aus der Aufstellung der an der Apoptose beteiligten Strukturen hervorgeht, handelt es sich bei

der Fas vermittelten Apoptose um ein sehr komplexes System. Diese Arbeit soll als Ansatz ver-

standen werden, einen Teilaspekt zu untersuchen.
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2. Patienten und Methoden

2.1. Definition der Einschlusskriterien

Die Auswahl der Blutproben erfolgte nach folgenden Kriterien:

Rezidivierende Infektionen als Diagnose auf dem Anforderungsschein zur Lymphozyten-
untersuchung.

Keine HIV Erkrankung des Patienten bekannt.
Keine Autoimmunerkrankung des Patienten bekannt.
Blutprobe nicht alter als 24 h.

Akte des Patienten im Dr. von Haunerschen Kinderspital vorhanden.
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2.2. Beschreibung der Patienten

2.2. Beschreibung der Patienten

Es wurden 29 Patienten im Alter von 4 Lebensmonaten bis zu 38 Jahren (Mittelwert 8 Jahre, Stan-
dardabweichung 10 Jahre, Median 5 ®/12 Jahre) untersucht:

Die Auswahl der Patienten erfolgte wie folgt:

Von den Patienten, deren Vollblut von Stationen oder Ambulanzen des Dr. von Haunerschen
Kinderspitals dem immunologischen Labor zur Lymphozytendiagnostik (ibersandt wurde, waren
anhand klinischer Angaben solche ausgewahlt worden, die zur Zielsetzung dieser Studie passten.
Nach der Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen mittels 2-fach markierter Durchflu3zy-
tometrie wurden weitere immunologische Untersuchungen aus den Natrium-Heparin-
Vollblutproben durchgefiihrt. Zusétzlich wurde aus einem Teil der Vollblutprobe Plasma gewon-
nen, zur Bestimmung der l6slichen Plasmaproteine sFas und sFasL.

Anhand der Anamnese und der immunologischen Diagnostik wurden die Patienten in zwei Grup-
pen unterteilt:

19 Patienten, bei denen kein Immundefekt nachweisbar war.

10 Patienten, bei denen ein Immundefekt nachgewiesen worden war.
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2.2.1. Patienten ohne nachweisbaren |mmundef ekt

2.2.1. Patienten ohne nachweisbaren |mmundefekt

Tabelle 5. Diagnosen von 19 unter suchten Kindern ohne nachweisbaren | mmundefekt.

Haufigkeit der Diagnose Diagnose
3 Rezidivierende Lungenentztindungen
15 Rezidivierende Infektionen unklarer Genese
1 Zink und Eisenmangel und rezidivierende Infektionen
N=19

Das Alter der 19 Patienten ohne nachweisbaren Immundefekt lag zwischen 4 Monaten und 28 Jah-
ren und betrug im Median 3 ?/12 Jahre.

Die Diagnosen der Patienten sind in der Tabelle 5 im Einzelnen aufgefuhrt.
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2.2.2. Patienten mit nachweisbarem |mmundefekt

2.2.2. Patienten mit nachweisbarem |mmundefekt

Tabelle 6. Diagnosen von 9 untersuchten Kindern mit nachweisbarem Immundefekt.

Haufigkeit der Diagnose

Diagnose

NP NP RPRPRRPRPRPR

z

9

autosomal rezessive Agammaglobulinamie

x-chromosomal rezessive Agammaglobulindmie M. Bruton
primér selektiver IgA Mangel

Angeborene Neutropenie

schwerer kombinierter Immundefekt (SCID)
Hypogammaglobulindmie und CD4 Lymphopenie

unklarer lymphopenischer |mmundefekt

Monosomie 22g11, Neutropenie, lymphozytarer Immundefekt

Das Alter der 9 Patienten mit nachweisbarem Immundefekt lag zwischen 5 Monaten und 38 Jahren

und betrug im Median 6 *°/1 Jahre.

Die Diagnosen der Patienten sind in der Tabelle 6 im Einzelnen aufgefiinrt.
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2.3. Methoden

Bei allen Untersuchten wurde der prozentuale Anteil von einfach CD4 positiven, einfach CD8 po-
sitiven, und doppelt negativen T-Lymphozyten bestimmt. Aus zusétzlich vorhandenen Plasmapro-
ben wurden die Plasmaspiegel von sFasL und sFas bestimmt.

Zur statistischen Bestimmung von signifikanten Unterschieden der Mittelwerte wurde der t-Test
fur unabhangige Stichproben durchgefuhrt. Zur Berechnung der Korrelationen von sFas, sFasL,
CD4*-T-Lymphozyten, CD8*-T-Lymphozyten und DN-T-Lymphozyten wurde eine bivariate Kor-

relationsanalyse durchgefiihrt.
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2.3.1. Bestimmung der Verteilung von CD4"-, CD8"- und DN-T-Lymphozyten

2.3.1. Bestimmung der Verteilung von CD4"-, CD8"- und DN-T-Lymphozyten

Fur die Analyse der doppelt negativen T-Lymphozyten verwandten wir die Methode einer Drei-
fachmarkierung von Lymphozyten mit unterschiedlich fluoreszierenden Antikorpern gegen CD4,
CD8 und CD3 sowie die Methode der Durchflul3zytometrie.

Da die Bestimmung der T-Lymphozytensubpopulationen mit drei verschieden markierenden Anti-
korpern in der Durchflu3zytometrie keine im Dr. von Haunerschen Kinderspital bisher verwendete
Methode war, wurde diese speziell fiir diese Arbeit etabliert.

Fur die Untersuchung der T-Lymphozyten wurde ein Flow-Cytometer des Typs FACScan™ der
Firma Becton Dickinson™ verwendet. Zur Bestimmung der Gesamtzahl der CD3* Zellen (ent-
spricht der Anzahl aller T-Lymphozyten) wurde eine Lésung mit drei verschieden markierenden
Antikorpern der Firma Becton Dickinson (Fastimmune™ Control: g FITC / g PE' /CD3®
PerCP?) eingesetzt. Aus dieser Gesamtzahl der T-Lymphozyten, die graphisch ermittelt wurde,
wurde mittels eines weiteren dreifachen Antikérpergemisches der Firma Becton Dickinson (Tri-
test™: CD4' FITC/CD8? PE' /CD3° PerCP?) die prozentuale Menge der CD4* und CD8* Zellen
bestimmt, und von der Gesamtzahl der CD3" T-Lymphozyten abgezogen. Das Ergebnis ergab den
Anteil der DN-T-Lymphozyten.

Fur jede Bestimmung wurden 50 i Patientenblut (Natrium-Heparin Vollblut) und jeweils 10 nhder
Antikorperlosung verwendet, miteinander vermengt und 15 Minuten bei Raumtemperatur und
Dunkelheit inkubiert. Danach erfolgte die Lyse der Erythrozyten mittels je 2 ml verdlinnter Lysie-
rungslésung (Lysinsolution) (Lysinsolution:Aqua dest.=1:10) (Firma Becton Dickinson) und weite-
re Inkubation (10 Minuten, Raumtemperatur). Zentrifugation bei 1500 U/min fur 10 Minuten,
zweimaliges Absaugen des Uberstands, waschen mit je 2 ml PBS-Puffer und erneute Zentrifugation
bei 1500 U/min fiir 10 Minuten und wiederum Absaugen des Uberstands und Zugabe von 300m
PBS. Danach erfolgte die Messung unmittelbar nach erneutem Schitteln und Mischen (Vortex-
Schiittler). Die Verarbeitung der Messdaten erfolgte mittels CellQuest™ Software (Becton Dickin-
son) flr Apple Macintosh™.

*“Becton Dickinson (Germany); Tullastr. 8-12; D-69126 Heidelberg

tUS Patent No. 4.520.110; European Patent No. 76,695; Canadian Patent No. 1.179.942
+US Patent No. 4.876.190

1 Der Antikorper erkennt eine Antigen an der Bindungsstelle fir MHC 11 von CD4

2 Der Antikdrper erkennt ein Antigen an der a-Kette von CD8

3 Der Antikorper erkennt die e Kette von CD3
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2.3.2. Bestimmung der sFasL. Spiegel im Plasma

2.3.2. Bestimmung der sFasL. Spiegel im Plasma

Aus dem nach der T-Lymphozytenanalyse verbleibendem Heparinvollblut wurde Plasma gewon-
nen und bei —-80°C eingefroren. Hieraus wurden nach dem Auftauen auf Raumtemperatur die
sFasL und sFas Spiegel mittels Enzymimmunoassay (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay)
bestimmt.

Die Bestimmung des sFasL Spiegels wurde mit einem ELISA Kit der Firma MBL" durchgefiihrt.

Der Testkit bestand aus:
Mikrotiterplatte mit 96 Anti-FasL antikorperbeschichteten Wells.
sFasL Standardkonzentrat (lyophilisiert)1 x 25 ng.
Konjugatreagenz (x 101) 1 x 0,25 ml.
Konjugatverdinnungslésung 1 x 14 ml.
Probenverdunnungsldsung 1 x 20 ml.
Waschkonzentrat ( x10) 2 x 50 ml.
Substrat A (TMB) 1 x 10 ml.
Substrat B (H,0,0,2 %) 1 x 10 ml.
Stoplésung (2NH,SO,) 1 x 18 ml.

* Code No. 5255; Medical & Biological Laboratories CO.,LTD 5-10 Marunouchi 3 chome, Naka-ku Nagoya 460 Japan
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2.3.2. Bestimmung der sFasL. Spiegel im Plasma

Vorbereitung der Reagenzien:
Waschlésung: 50 ml des Waschkonzentrat wurden mit 450 ml Aqua bidest. verdunnt.
Konjugatlésung: Das Konjugatreagenz wurde mit Konjugatverdiinnungslésung im Verhaltnis
1:100 verdinnt.
Standardverdiinnungsreihe: Das sFasL Standardkonzentrat wurde mit 100 m Aqua bidest. ver-
diinnt. Aus dieser Standardlésung wurde durch Verdiinnung eine lineare Standardverdiinnungs-
reihe gebildet (5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,63 ng/ml, 0,31 ng/ml). Die unverdiinnte
Probenverdiinnungslosung wurde zur Kalibrierung des Nullwerts verwendet.
Substratldsung: Substrat A und B wurden im Verhéltnis 1:1 miteinander vermischt.
Patientenplasma: Das Patientenplasma wurde jeweils im Verhéltnis 1.1 mit der Probenverdiin-

nungslésung verdunnt.
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2.3.2. Bestimmung der sFasL. Spiegel im Plasma

Durchfiihrung der ELISA Testreaktion:

Schritt1  (Waschen der Wells): Die Wells wurden vor dem Gebrauch mit Hilfe von Mehrkanal-
pipetten mit 300 m Waschldsung pro Well geflllt, und danach komplett entleert. Dies wurde insge-
samt zweimal wiederholt.

Schritt2  (Inkubation des Patientenplasmas und der Standards): 100 i von jedem verdiinnten
Patientenplasma und von den Standards wurden in die mit Anti-FasL Antikdrpern beschichteten
Wells der Mikrotiterplatte gegeben. Danach erfolgte die Inkubation fir 60 Minuten bei Raumtem-
peratur und Dunkelheit.

Schritt3  (Waschen). Die Wells wurden vollstandig entleert und flinfmal gewaschen, wie in
Schritt 1 beschrieben.

Schritt4  (Inkubation des Konjugats): In jedes Well wurden 100 nh der Konjugatldsung pipettiert.
Danach erfolgte die Inkubation fur 60 Minuten bei Raumtemperatur und Dunkelheit.

Schritt5  (Waschen): Die Wells wurden vollstdndig entleert und funfmal gewaschen, wie in
Schritt 1 beschrieben.

Schritt6  (Farben): In jedes Well wurde 100 mi Substratlésung (Substrat A + B) mit einer Mehr-
kanalpipette pipettiert. Danach erfolgte die Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur und
Dunkelheit.

Schritt 7 (Reaktionsstop): In jedes Well wurden 100 nh Stoplsung mit einer Mehrkanalpipette
pipettiert.

Schritt8  (Lesen): Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Stoplésung wurden die Titerplat-
ten abgelesen. Zum Ablesen wurde ein ELISA Mikroplatten Lesegerat Typ MRX der Firma Dynex
mit einer Lichtquelle von 450 nm und einer Referenzlichtquelle von 620 nm verwendet.

Anhand der Standardkurve konnten die Messwerte unter rechnerischer Bertcksichtigung von ein-

zelnen Verdlinnungen bestimmt werden.

Zur Messmethode ist zu erwdhnen, dass Konzentrationen unter 0,1 ng/ml nicht gemessen werden

konnen.

* Dynex Technologies (Germany); Justinus Kerner-Strasse 32; D-73766 Denkendorf
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2.3.3. Bestimmung der sFas Spiegd im Plasma

Fur die Bestimmung des sFas Spiegels wurde ein ELISA Kit der Firma NMI™ verwendet.

Der Testkit bestand aus:
Mikrotiterplatte mit 96 Anti-Fas antikorperbeschichteten Wells.
Biotinkonjugat Anti-Fas monoklonaler Mausantikdrper 1 x 100 mi.
Streptavidin-HRP 1 x 150 mi.
sFas Standardkonzentrat 2 x 0,03 ml a 2000 pg/ml.
Waschpufferkonzentrat 20 x (PBS mit 1 % Tween 20) 1 x 5 ml.
Probenpufferkonzentrat 20 x (PBS mit 1% Tween 20 und 10% BSA).
Probenverdunnungslosung 1 x 12 ml.
Substratlosung I (TMB) 1 x 7 ml.
Substratlésung 11 (H,0, 0,2 %) 1 x 7 ml.
Stoplosung (1 Molare Phosphorséure) 1 x 12 ml.

* Cat. No. N50561, Novus Molecular Inc. Vertrieb durch Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Obere Hauptstr. 10b D-85386 Eching
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2.3.3. Bestimmung der sFas Spiegel im Plasma

Vorbereitung der Reagenzien:
Waschlésung: 50 ml des Waschpufferkonzentrat wurden mit 950 ml Aqua bidest. verdiinnt.
Probenpufferldsung: Das Probenpufferkonzentrat wurde im Verhaltnis 5:95 mit Aqua bidest.
verdinnt.
Biotinkonjugatldsung: Der Biotinkonjugat Anti-Fas monoklonale Mausantikdrper wurde im
Verhaltnis 0,06:5,94 mit der Probenverdiinnungsldsung vermischt. Dies entspricht einer Ver-
diinnung von 1:100.
Standardverdiinnungsreihe: Das sFas Standardkonzentrat wurde mit 300 mi Probenpufferl6-
sung verdlnnt. Aus dieser Standardlésung wurde durch Verdiinnung eine lineare Standardver-
dinnungsreihe gebildet (1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2
pg/ml, 16 pg/ml). Die unverdiinnte Probenverdiinnungslésung wurde zur Kalibrierung des
Nullwerts verwendet.
Streptavidin-HRP: 0,05 ml des Streptavidin-HRP Reagenz wurden mit 12 ml der Probenpuffer-
I6sung vermischt. Es ergab sich so eine Verdinnung von 1:240.
TMB-Substratldsung: Substratlésung I wurde im Verhdltnis 1:1 mit Substratlésung 11 ver-
mischt.

Patientenplasma: Das Patientenplasma wurde jeweils im Verhaltnis 1.9 mit der Probenverdiin-

nungslosung verdinnt.

- 40 -



2.3.3. Bestimmung der sFas Spiegel im Plasma

Durchfiihrung der ELISA Testreaktion:

Schritt1  (Waschen der Wells): Die Wells wurden vor dem Gebrauch mit Hilfe von Mehrkanal-
pipetten mit 300 m Waschlosung pro Well gefiillt, und danach komplett entleert. Dies wurde insge-
samt zweimal wiederholt.

Schritt2  (Inkubation des Patientenplasmas und der Standards): 100 i von jedem verdiinnten
Patientenplasma und von den Standards wurden in die mit Anti-Fas Antikdrpern beschichteten
Wells der Mikrotiterplatte gegeben, zusétzlich wurden noch 50 mi Biotinkonjugatldsung in jedes
Well mit einer Mehrkanalpipette pipettiert. Danach erfolgte die Inkubation fur ® Minuten bei
37°C und Dunkelheit.

Schritt3  (Waschen): Die Wells wurden vollstdndig entleert und zweimal gewaschen, wie in
Schritt 1 beschrieben.

Schritt4  (Inkubation von Streptavidin-HRP): In jedes Well wurden 100 mi Streptavidin-HRP pi-
pettiert. Danach erfolgte die Inkubation fir 60 Minuten bei 37°C und Dunkelheit.

Schritt5  (Waschen): Die Wells wurden vollstandig entleert und dreimal gewaschen, wie in Schritt
1 beschrieben.

Schritt6  (Farben): In jedes Well wurde 100 nh TMB-Substratldsung mit einer Mehrkanalpipette
pipettiert. Danach erfolgte die Inkubation fir 15 Minuten bei Raumtemperatur und Dunkelheit.
Schritt7  (Reaktionsstop): In jedes Well wurden 100 nh Stopldsung mit einer Mehrkanalpipette
pipettiert.

Schritt8  (Lesen): Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Stoplosung wurden die Titerplat-
ten abgelesen. Zum Ablesen wurde ein ELISA Mikroplatten Lesegerat Typ MRX der Firma Dynex

mit einer Lichtquelle von 450 nm und einer Referenzlichtquelle von 620 nm verwendet.
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3.1. Tabellarische Datenzusammenfassung

3. Ergebnisse

3.1. Tabdllarische Datenzusammenfassung

In der Tabelle 7 ist eine Zusammenfassung der Messungen dargestellt.

Tabelle 7. Dar stellung der immunologischen Daten in Form von Median, Mittelwert,
Standar dabweichung, Maximal - und Minimalwert

Gruppe 1: Patienten ohne lmmundefekt, n = 19

CD4*-T- CD8'-T- CD4/CD8 DN-T- SFasL  sFas
Lymphozyten Lymphozyten Ratio Lymphozyten

n=19 N=19 n=19 n=19 n=17 n=16

(%0) (%0) (%0) (ng/ml) (ng/ml)
Median 59,12 30,22 1,99 7,00 0,30 1,65
Mittelwert 58,91 31,92 191 8,25 0,74 181
Standardabweichung 6,37 519 0,46 497 159 053
Maximalwert 67,91 41,54 2,74 22,64 700 2,89
Minimalwert 43,71 24,81 1,25 1,82 0,10 1,03

Gruppe 2: Patienten mit Immundefekt, n = 10

CD4*-T- CD8'-T- CD4/CD8 DN-T- SFasL  sFas
Lymphozyten Lymphozyten Ratio Lymphozyten

n=10 n=10 n=10 n=10 n=9 n=9

(%0) (%0) (%0) (ng/ml) (ng/ml)
Median 54,12 36,70 1,48 5,09 0,20 247
Mittelwert 49,72 43,25 1,54 5,10 048 242
Standardabweichung 18,68 19,28 1,04 2,74 0,60 0,80
Maximawert 75,59 89,45 3,94 11,67 2,10 435
Minimalwert 8,59 19,19 0,10 1,56 0,10 1,35

Kontrollen,n=9

CD4"*-T- CD8"-T- CD4/CD8  DN-T-
Lymphozyten Lymphozyten Ratio Lymphozyten

n=9 n=9 n=9 n=9

(%) (%) (%)

Median 56,36 37,21 1,51 4,85
Mittelwert 57,66 36,29 1,63 454
Standardabweichung 4,67 4,24 0,34 1,88
Maximalwert 65,69 42,80 2,29 8,36
Minimalwert 50,52 28,64 1,25 1,67
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3.2. Allgemeines zu den untersuchten Proben

3.2. Allgemeines zu den untersuchten Proben

Es wurden im Zeitraum zwischen November 1997 und Juni 1998 insgesamt 38 Vollblutproben un-
tersucht. Diese gliederten sich in 29 Proben von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und 9
Kontrollproben von gesunden Freiwilligen, die fur die angeforderten Routineuntersuchungen g-
wonnen wurden und als Referenzwerte flr die Lymphozytenbestimmung dienten.

Der prozentuale Anteil der DN-T-Lymphozyten an allen T-Lymphozyten wurde von allen 38 Pro-
ben (Patientenproben und Kontrollproben) bestimmt. Die Messung von sFas und sFasL erfolgte
nur von Patientenproben. Bei drei Patientenproben war nach der DN-T-Zellbestimmung keine
ausreichende Plasmamenge zur weiteren Untersuchung tbrig, so dass die sFas Spiegel bei 26 von
29 Patientenproben bestimmt wurden.

Bei einem Patienten war die Plasmamenge nur noch flr die Messung von sFasL ausreichend, die

insgesamt bei 27 von 29 Patienten durchgefuhrt wurde.

Im Folgenden werden die in Tabelle 7 dargestellten Daten beschrieben.

-43-



3.3. CD4 und CD8 positive Lymphozyten

3.3. CD4 und CDS8 positive Lymphozyten

In der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt zeigte sich
ein signifikant (p=0,044) niedrigerer prozentualer Anteil an CD8"-T-Lymphozyten (31,92%) als bei
den Kontrollen (36,29%). In der Patientengruppe mit Immundefekt fand sich kein statistisch signi-
fikanter Unterschied zwischen Kontrollen und Patienten, jedoch zeigten die Patienten mit Immun-
defekt nicht unerwartet eine viel breitere Streuung von CD4 und CD8 positiven Lymphozyten
(CD4 von 8,59% bis 75,59%; CD8 von 19,19% bis 89,45%). Im Gegensatz dazu lag die prozentua-
le Verteilung der CD4 und CD8 positiven Lymphozyten bei den Patienten ohne Immundefekt 4hn-
lich verteilt wie bei den Kontrollen (CD4 von 50,52% bis 65,69%; CD8 von 28,64% bis 42,80%).



3.4. CD4'CD8 CD3"* Doppelt Negative T-Lymphozyten (DN-T-Lymphozyten)

3.4. CD4 CD8 CD3" Doppelt Negative T-L ymphozyten (DN-T-Lymphozyten)

In der Gruppe der Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt liegt der Mit-
telwert der DN-T-Lymphozyten (8,25%) signifikant (p=0,047) Gber dem Mittelwert der Kontrollen
(4,54%). Es lieR sich kein signifikanter Unterschied im Mittelwert der DN-T-Lymphozyten zwi-

schen der Gruppe von Patienten mit Immundefekt und den Kontrollen finden.
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3.5. CD4/CDS8 Rétio

3.5. CD4/CDS8 Ratio

Die CD4/CD8 Ratio wird durch Division des prozentualen Anteils der CD4 positiven Lymphozy-
ten durch den prozentualen Anteil der CD8 positiven Lymphozyten bestimmt und liegt physiolo-
gisch bei Werten uber eins. Ein Wert unter eins zeigt eine Umkehr der Verteilung von CD4-T-
Lymphozyten und CD8"-T-Lymphozyten an, wie sie zum Beispiel bei einem Immundefekt vor-
kommen kann.

In der Gruppe der Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt und bei den
Kontrollen liegt der niedrigste Wert der CD4/CD8 Ratio bei 1,25, der Mittelwert bei 1,9 bezie-
hungsweise 1,51. In der Gruppe von Patienten mit Immundefekt zeigten sich bei drei (30%) der
untersuchten Proben pathologische Werte mit CD4/CD8 Verhéltnissen <1,0.

- 46 -



3.6. sFasL

3.6. sFasL

Der Median in der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt
liegt bei 0,3 ng/ml und unterscheidet sich stark vom Mittelwert von 0,74 ng/ml. Man findet eine
groRe Spannweite der Werte von 0,1 ng/ml bis 7 ng/ml. Ahnliches kann man in der Gruppe von
Patienten mit Immundefekt beobachten, der Unterschied zwischen Mittelwert 0,48 ng/ml und Me-
dian 0,2 ng/ml ist ebenfalls hoch. Auch hier zeigt sich eine groRe Streuung der Werte von 0,1
ng/ml bis 2,1 ng/ml.
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3.7. sFas

3.7. skFas

In der Gruppe der Patienten ohne Immundefekt liegt sowohl der Mittelwert (1,81 £ 0,53 ng/ml) als
auch der Median (1,65 ng/ml) signifikant (p=0,039) unter dem Median (2,47 ng/ml) und Mittelwert
(2,42 £ 0,80 ng/ml) der Gruppe mit Immundefekt.
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3.8. Verhdltnis DN-T-Lymphozyten zu sFasL

3.8. Verhdltnis DN-T-Lymphozyten zu sFasL

DN-T-Lymphozyten zu sFasL . Darstellung beider Gruppen.
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Abbildung 12. Gegenlberstellung von DN-T-Lymphozyten und sFasL Spiegeln. Es wurden Trendlinien
eingefugt.

In der Abbildung 12 wurde der prozentuale Anteil der DN-T-Lymphozyten an allen Lymphozyten
zu den sFasL Titern in Verhdltnis gesetzt. Deutlich ist zu erkennen, dass der Anteil an DN-T-
Lymphozyten in der Gruppe ohne Immundefekt bei mehreren Patienten Uber 10% aller T-
Lymphozyten liegt. Anhand der eingefligten Trendlinien kann die signifikante Korrelation (Korrela-
tion nach Pearson =0,779; p=0,013) zwischen sFasL und DN-T-Lymphozyten in der Gruppe mit
Immundefekt optisch nachvollzogen werden.

Es muss jedoch angemerkt werden, dass die Korrelation von einem extremen Wert (2,1 ng/ml;

11,67%) stark abh&ngig ist, was auf die geringe Fallzahl zuriickzufiihren ist.
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3.9. Verhdtnis DN-T-Lymphozyten zu sFas

3.9. Verhdltnis DN-T-Lymphozyten zu sFas

DN-T-Lymphozyten zu sFas. Dar stellung beider Gruppen.
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Abbildung 13. Gegenliberstellung von DN-T-Lymphozyten und sFas Spiegeln. Eswurden Trendlinien
eingefugt.

In der Abbildung 13 wurden die sFas Titer gegen den prozentualen Anteil an DN-T-Lymphozyten
von allen T-Lymphozyten aufgetragen. Erkennbar ist, dass die sFas Spiegel bei allen Patienten (mit
und ohne Immundefekt) enger zusammenliegen als die sFasL Werte in Abbildung 12. Man erkennt
anhand der Trendlinien, dass niedrige DN-T-Zell Zahlen mit hdheren sFas Spiegeln einhergehen.

Man erhalt eine signifikante Korrelation (Korrelation nach Pearson =- 0,446; p=0,025), wenn man

beide Patientengruppen zusammenfasst (Nicht graphisch dargestellt).
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3.10. Verhdltnis sFasL zu sFas

3.10. Verhdltnis sFasL. zu sFas
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Abbildung 14. Gegenuberstellung von sFasL und sFas Spiegeln.

In der Abbildung 14 wurden die sFas Spiegel den sFasL Spiegeln gegentibergestellt. Man kann kei-
ne Korrelation beider Werte erkennen.
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4. Diskussion

4. Diskussion

Es wurden in dieser Arbeit bei 29 Patienten mit rezidivierenden Infektionen der prozentuale Anteil
an doppelt negativen T-Lymphozyten (CD4CD8CD3"-DN-T-Lymphozyten) von allen T-
Lymphozyten, sowie die Spiegel der Plasmaproteine sFas und sFasL bestimmt.

DN-T-Lymphozyten besitzen an ihrer Zelloberfliche als funktionelle Einheit einen T-Zell-
Rezeptor (TCR) und das CD3-Oberflachenprotein, jedoch weder das CD4 oder das CD8 Oberfla-
chenprotein, welche wichtig fiir den Zell-Zell-Kontakt und die Signaltransduktion zwischen Lym-
phozyten und anderen Zellen sind. Je nach Art des TCR konnen sie in gdTCR-DN-T-
Lymphozyten oder abTCR-DN-T-Lymphozyten unterschieden werden. Die abTCR-DN-T-
Lymphozyten entstehen sekundér durch Verlust der Oberflachenproteine nach Aktivierung. Akt-

vierte T-Lymphozyten und abTCR-DN-T-Lymphozyten werden physiologisch durch Apoptose
abgetotet. gdTCR-DN-T-Lymphozyten werden vermutlich ebenfalls durch Apoptose abgetotet, -
doch ist hierbei noch unklar, ob dies bestimmte Umstande fordern (zum Beispiel Aktivierung wie
bei abTCR-DN-T-Lymphozyten). Nur die ab TCR-Lymphozyten haben in ihrem Leben ein CD4
oder CD8 Oberflachenprotein exprimiert und waren zu dem Zeitpunkt entweder Helfer- oder Kil-

lerzelle. Die gdTCR-Lymphozyten reifen schon im Thymus als DN-T-Zellen heran.

Apoptose kann durch verschiedene Systeme in der Zelle aktiviert werden. Das Oberflachenprotein
Fas ist ein sehr wichtiger Aktivator der Apoptose [Kagi et al., 1994] Nach Kontakt mit dem memb-
ranstandigen Liganden FasL I6st es in der Zelle, von der es getragen wird, Apoptose aus. In der 16s-
lichen Form kann es jedoch die Apoptose hemmen, da es den Fas Liganden (FasL) binden kann,
bevor er membransténdiges Fas aktivieren kann [Cheng et al., 1994; Knipping et al., 1995; Tanaka
et al., 1996]. Loslicher Fas Ligand kann Gber eine Bindung an membranstandiges Fas Apoptose in-
duzieren, jedoch hat es eine schwachere induzierende Wirkung als membransténdiger Fas Ligand,
kann also Apoptose induzieren und hemmen [Nagata, 1997; Suda et al., 1997; Suda et al., 1995; Su-
daetal., 1993; Watanabe-Fukunaga et al., 1992]. Durch die apoptosehemmende Wirkung von sFas
und sFasL konnen diese bei erhohten Spiegeln zu einer Anreicherung von DN-T-Lymphozyten
fuhren, die eigentlich durch Apoptose abgetotet wiirden [Cheng et al., 1994].

Infektionen flihren zu Abwehrreaktionen des Kdrpers, und damit unter anderem zur Aktivierung

von T-Lymphozyten [Croft, 1994]

Daher ist es denkbar, dass man bei Patienten mit rezidivierenden hdufigen Infektionen unter Um-

standen vermehrt aktivierte T-Lymphozyten nachweisen kann. Nach Erfullung ihrer Aufgabe wer-

den sie wahrscheinlich zu DN-T-Lymphozyten und gehen irgendwann in Apoptose. gd-DN-T-
-52-



4. Diskussion

Lymphozyten haben anscheinend eine Aufgabe bei der raschen frihen Antigenelimination. Auch

wenn sie noch nicht ausreichend erforscht sind, ist es zumindest denkbar, dass auch der Anteil an

ogd-DN-T-Lymphozyten bei rezidivierenden Infektionen steigt.

Da Veranderungen von Leukozyten generell bei Infektionen keine seltene Beobachtung sind, und
sowohl der Anteil an ab-DN-T-Lymphozyten als auch der Anteil an gd-Lymphozyten bei Patien-
ten mit rezidivierenden Infektionen erhoht sein kdnnte, erschien es interessant bei dieser in der
Kinderheilkunde sehr haufigen Patientengruppe, die Verteilung von CD4", CD8" und doppelt re-
gativen T-Zellen zu untersuchen.

Als sich herausstellte, dass es tatséchlich signifikante Unterschiede zwischen den Patienten und den
Kontrollen gab, flhrten wir angeregt durch Arbeiten von Canale und Smith, Kellerer und Mutz,
Cheng et al. und Drappa et al., [Canale und Smith, 1967; Kellerer und Mutz, 1976; Cheng et al.,
1994; Drappa et al.,, 1996;] noch weitere Untersuchungen, diesmal der apoptosemodulierenden

Plasmaproteine sFas und sFasL durch.

Bei der Auswertung wurden 29 untersuchte Patienten, die an rezidivierenden Infektionen litten, in
zwei Gruppen unterteilt, die sich durch das Vorhandensein beziehungsweise Nichtvorhandensein
eines bekannten Immundefektes unterschieden, da bei Patienten mit Immundefekt die rezidivie-
renden Infektionen im Zusammenhang mit den verschiedenen Immundefekten stehen.

Die Patientenzahl lag in der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und Immunde-
fekt bei 10 Patienten und in der Patientengruppe ohne Immundefekt bei 19 Patienten.

Es wurden die untersuchten Parameter (Anteil an CD8 positiven, CD4 positiven und doppelt nega-
tiven Zellen, sFas und sFasL) innerhalb der Gruppen und mit gesunden Kontrollen verglichen. Fir

sFas und sFasL wurden keine Spiegel bei gesunden Kontrollen bestimmt.

Der prozentuale Anteil der DN-T-Lymphozyten lag in der Gruppe von Patienten mit rezidivieren-
den Infektionen aber ohne Immundefekt signifikant tiber dem der gesunden Kontrollen. Gleichzei-
tig fand sich jedoch ein im Vergleich zu den Kontrollen signifikant niedrigerer Anteil an CD8*-T-
Lymphozyten. Anscheinend zeigt dies einen Shift von CD8*-T-Lymphozyten zugunsten von DN-
T-Zellen an. Dies konnte auf einen verstarkten Deaktivierungsprozess durch Verlust der CD8-
Oberflachenproteine hindeuten, zum Beispiel als Antwort auf eine vorrausgegangene infektionsbe-
dingte vermehrte Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen, oder Ausdruck einer vermehrten Pro-
duktion von gdTCR-DN-T-Zellen sein.

In dieser Arbeit konnte durch den Testansatz jedoch keine Unterscheidung zwischen abTCR- und
gd TCR-DN-T-Lymphozyten gemacht werden.
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4. Diskussion

Eine Untersuchung zur Differenzierung der TCR kann Ziel folgender Arbeiten sein.

Warum diese Beobachtung nicht bei der Patientengruppe mit Immundefekt auftrat, lasst sich zu-
mindest hypothetisch so erkldren, dass die Kinder ohne Immundefekt, aufgrund des intakten Im-
munsystems eine starkere Antwort auf die Infektion ausbilden, mit einer Erhohung der DN-T-
Lymphozyten Fraktion, als die Kinder, bei denen die Immunantwort aufgrund des Immundefektes

schwacher ausfallt.

Der sFas Spiegel unterschied sich signifikant zwischen beiden Patientengruppen. Die Gruppe mit
Immundefekt zeigte einen signifikant hoheren sFas Spiegel als die Gruppe von Patienten ohne
Immundefekt.
Im Vergleich mit Werten von gesunden Probanden von anderen Autoren (2,26 = 0,63 ng/ml; 155
Kontrollen [Seishima et al., 1996} 2,3 + 0,1 ng/ml; 62 Kontrollen [Nishigaki et al., 1997} 2,6 ng/ml
+ 0,1; 22 Kontrollen [Yasuda et al., 1998]) lag eher die Gruppe von Patienten mit rezidivierenden
Infektionen und mit Immundefekt (Median 2,47 ng/ml; Mittelwert 2,42 + 0,80 ng/ml) in einem
vergleichbaren Bereich.
Geht man davon aus, dass der sFas Spiegel in der Patientengruppe ohne Immundefekt erniedrigt
ist, erscheint die Antwort auf die Frage nach der Ursache schwierig. Insbesondere da in der Litera-
tur vor allem erhohte sFas Spiegel bei verschiedenen Erkrankungen beschrieben wurden. Wie oben
schon erwéhnt, lag in der Gruppe von Patienten ohne Immundefekt neben dem, verglichen mit der
Gruppe von Patienten mit Immundefekt, niedrigen sFas Spiegel auch ein gegentiber den Kontrol-
len signifikant erhéhter DN-T-Lymphozyten Anteil vor. Mdglich ist, dass bei einem erhohten An-
teil an DN-T-Lymphozyten niedrige sFas Spiegel die Apoptose stimulieren sollen, um wieder eine
normale Verteilung der Lymphozyten zu erreichen. Unterstiitzen I&sst sich diese These durch den
Befund, dass sich eine signifikante negative Korrelation zwischen dem Anteil der DN-T-
Lymphozyten und dem sFas Spiegel aufzeigen lasst, wenn man die Gruppe mit Immundefekt und
die Gruppe ohne Immundefekt zusammenfasst (Kapitel 3.9, Abbildung 13).
Eine &hnliche Hypothese wurde von Hoshimoto et al. aufgestellt. Diese Arbeitsgruppe fand bei
schwangeren Frauen im ersten Trimester eine signifikante Erniedrigung der sFas Spiegel [Hoshimo-
to et al., 2001]. Es wurde angenommen, dass eine Stimulation der Apoptose der Lymphozyten den
Foten vor einer immunologischen AbstoBungsreaktion schitzen soll.

Andererseits muss bericksichtigt werden, dass die verschiedenen Autoren jeweils unter-
schiedliche Test Kits verwendet haben. So erscheint es immerhin moglich, dass der in der Gruppe
von Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt gefundene durchschnittli-

che sFas Spiegel im Bereich des Normalniveaus fur den hier verwendeten Test Kit liegt, somit also
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4. Diskussion

der durchschnittliche sFas Spiegel der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und
mit Immundefekt erhoht ist.

In diesem Fall ware ein Gedankenansatz, den Zusammenhang der sFas Erhéhung mit dem Vorlie-
gen eines Immundefektes zu begriinden, da verédnderte sFas Werte von anderen Autoren bei ver-
schiedenen immunologischen Erkrankungen beschrieben wurden (siehe unten). Jedoch ist die Be-
antwortung der Frage nach der Interpretation und ob und inwieweit dies Ausdruck von Apopto-

semodulation darstellt, aufgrund der Komplexitdt der Apoptosewege nur ungentigend maglich.

Zur Veranschaulichung der Bedeutung von sFas bei verschiedenen immunologischen Erkrankun-

gen sind im Folgenden Daten aus anderen Studien beschrieben.

= Yasuda et al. fanden erhohte sFas Spiegel bei Patienten mit schwerer COPD (chronic obstructi-
ve pulmonary disease; chronische obstruktive Lungenerkrankung) [Yasuda et al., 1998]. Die Au-
toren postulieren, dass die apoptosehemmende Wirkung von sFas vor allem die das Lungenge-
webe infiltrierenden T-Lymphozyten vor Apoptose schiitzt. Sie beziehen sich auf die Beobach-
tung, dass man bei Patienten mit schwerer COPD neben den erhohten sFas Spiegeln auch ver-
mehrt T-Lymphozyten im Lungengewebe gefunden hat [O'Shaughnessy et al., 1997] die man
fur die Hyperreagibilitdt des Bronchialsystems bei COPD mitverantwortlich macht. Bei leichter
COPD konnten keine Unterschiede des sFas Spiegels zu gesunden Kontrollen aufgezeigt wer-
den, daher vermuten Yasuda et al., dass sFas als Marker fiir die Schwere der Erkrankung ver-
wendet werden konnte.

= Auch bei Non-Hodgkin-Lymphomen wurde eine Korrelation zwischen erhdhten sFas Spiegeln
und Uberlebensdauer der Patienten, mit kirzerer Uberlebensdauer bei héheren sFas Spiegeln
gefunden [Hara et al., 2000] Die Autoren vermuten, dass die erhohten sFas Spiegel das Uberle-
ben der Tumorzellen durch Apoptosehemmung steigern, und dadurch die Korrelation sich er-
klaren lasst. Ob sFas bei dieser Erkrankung von Lymphomzellen produziert wird, ist unklar.

= Bei Patienten mit chronischer kongestiver Herzinsuffizienz wurden im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhdhte sFas Spiegel gemessen [Nishigaki et al., 1997] Auch hier korrelierte die
Schwere der Erkrankung mit der Hohe des sFas Spiegels. Apoptose spielt anscheinend bei der
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz eine Rolle, da Myozyten im Rahmen der Erkrankung
durch Apoptose absterben [Narula et al., 1996; Sharov et al., 1996] Der erhohte sFas Spiegel
konnte auf einen Versuch des Korpers hinweisen, der Apoptose der Myozyten bei Herzinsuffi-
zienz entgegenzuwirken.

= sFas und sFasL scheinen eine wichtige Rolle bei Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel

SLE [Cheng et al., 1994; Nozawa et al., 1997] zu spielen. Die Vermutung, dass die Fas vermittel-
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te Apoptose eine groRRe Bedeutung bei SLE habe, wird insbesondere auf die Beobachtung von
SLE &hnlichen Symptomen (Nachweis von antinukledren Antikdrpern, Rheumafaktor und zir-
kulierenden Immunkomplexen, Hypergammaglobulindmie, Arthritis, Glomerulonephritis) bei
Méusen mit einem Fas Gendefekt gestutzt [Watanabe-Fukunaga et al., 1992]. Als Ursache wird
ein Fehler in der negativen Selektion von selbstreaktiven T-Lymphozyten vermutet [Matsumoto
et al., 1991; Zhou et al., 1991]. Den Zusammenhang zwischen sFas und sFasL und SLE beim
Menschen konnten Nozawa et al. aufzeigen. Sie fanden erhohte sFas und/oder sFasL Spiegel
bei Patienten mit verschiedenen rheumatischen Erkrankungen (SLE, rheumatoide Arthritis, sys-
temische Sklerose, Polymyositis, Dermatomyositis, Sharp Syndrom, Sjogren”s Syndrom) [Noza-
wa et al., 1997] Vor allem bei Patienten mit SLE konnten erhéhte sFas und sFasL Spiegel im
Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden werden, die hdufig nach Beginn einer Steroidthera-
pie sanken. Auch konnte die Beobachtung gemacht werden, dass die Patienten, die erhohte sFas
Spiegel zeigten, erhohte sFasL Spiegel hatten. Die Bedeutung dieser Beobachtung ist pdoch
aufgrund der Komplexitat des Krankheitsbildes derzeit noch nicht geklart.

Auch die Rolle von sFas und sFasL bei ITP ist derzeit noch nicht geklart, jedoch haben Yoshi-
mura et al. bei einigen Patienten die an einer ITP erkrankt waren, erh6hte sFas (17 von 54 Pati-
enten; 32%) und auch sFasL (11 von 57 Patienten; 20%) Spiegel gefunden [Yoshimura et al.,
2000]. Sie vermuten einen Zusammenhang der Plasmaproteine mit der Pathogenese der Erkran-
kung, jedoch kdnnen auch sie die Beobachtungen bisher nicht in ein Gesamtbild einpassen.

Ein Zusammenhang zwischen erhéhten sFas Spiegeln und der Infektion mit Escherichia coli
(Stamm:O157:H7) wurden von Masri et al. beschrieben. Vor allem bei Patienten, die ein hdmo-
lytisch urdmisches Syndrom entwickeln, tritt dieses Phdnomen starker hervor. Die Bedeutung
dieser Beobachtung ist jedoch ebenfalls noch unklar [Mastri et al., 2000]

Die sFasL Spiegel lagen in beiden Patientengruppen mit dem Median (0,3 beziehungsweise 0,2

ng/ml) niedriger als Werte, die bei gesunden Kontrollen in mehreren Arbeitsgruppen gefunden
wurden (0,56 £ 0,02 ng/ml; 22 Kontrollen [Yasuda et al., 1998], beziehungsweise 0,43 + 0,01

ng/ml; 62 Kontrollen [Nishigaki et al., 1997]), jedoch erscheint es moglich, dass die Normwerte des

in dieser Arbeit verwendeten ELISA Testkits niedriger liegen kdnnen, als bei anderen Testsatzen.

Der Median wurde aufgrund der grol3en Streuung der Werte herangezogen. Ein signifikanter Un-

terschied des sFasL Spiegels zwischen beiden Gruppen lag nicht vor.

Bei einem Patienten ergab sich ein sFasL Spiegel von tber 7 ng/ml, die tbrigen immunologischen

Werte lagen bei diesem Patienten im Normbereich. Ob dies ein wahrer Wert oder zum Beispiel auf

eine Verunreinigung zuriickzufuhren ist, lasst sich nicht mit Sicherheit sagen, jedoch erscheint eine

Fehlbestimmung durchaus mdglich.
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Die folgenden Daten anderer Autoren sind aufgefiinrt um darzustellen, inwiefern der Korper sFasL

einsetzt, um, wie es scheint, sich eher vor Apoptose zu schiitzen, als Apoptose auszuldsen.

= Mizutani et al. fanden bei Patienten mit Harnblasenkarzinom hoéhere sFasL Spiegel als bei ge-
sunden Kontrollen, und auch einen Zusammenhang des sFasL Spiegels mit der Tumorprogres-
sion mit steigenden Spiegeln bei Progression [Mizutani et al., 2001} Auch der sFas Spiegel
korrelierte signifikant invers mit der Uberlebensrate [Mizutani et al., 1998] bei Blasenkarzinom.
Es scheint, dass die Tumorzellen sich durch die apoptosehemmende Wirkung beider
Plasmaproteine vor dem Zelltod durch Apoptose schutzen. Diese These wird von der
Beobachtung unterstiitzt, dass bestimmte Tumorzellen zum Teil eine grof’e Anzahl von
membranstandigem FasL exprimieren, um so aktivierte T-Lymphozyten, die membranstandiges
Fas exprimieren, abzut6ten, wahrend sie den Tumor angreifen [Hahne et al., 1996; O'Connell et
al., 1996] Diese Beobachtung hat man mit dem englischen Begriff ,,counterattack nodel*
= Bhiliefiektiosen Erkrankungen wird Fas vermittelte Apoptose vom Korper zur Elimination von
erkrankten Zellen eingesetzt. Jedoch findet man auch Krankheitserreger die Apoptose als Waffe
einsetzen. Bei der Malaria findet man in der akuten Erkrankungsphase eine vermehrte Apoptose
peripherer mononukleérer Zellen [Balde et al., 1995], die von den Plasmodien selbst induziert
wird [Toure-Balde et al., 1996] Man vermutet, dass der bei Malaria bekannte T-Lymphozyten
Abfall auf dieser plasmodieninduzierten Apoptose beruht. Da Kern et al. auch erhohte sFasL
Spiegel bei Patienten wédhrend der akuten Erkrankungsphase fanden, vermuten sie, dass der
Korper die apoptosehemmende Wirkung von sFasL benutzt, um den Verlust der T-

Lymphozyten durch Apoptose einzuschréanken [Kern et al., 2000].

Es wurde eine statistisch signifikante negative Korrelation zwischen DN-T-Lymphozyten und sFas
gefunden, nachdem beide Patientengruppen zur Auswertung zusammengefasst wurden.

Dies bedeutet, dass ein relativ hoher Anteil an DN-T-Zellen mit einem relativ niedrigem Spiegel
von apoptosehemmenden sFas einhergeht und umgekehrt.

Wenn man davon ausgeht, dass DN-T-Zellen aus aktivierten T-Lymphozyten entstehen, die ihre
CD4 oder CD8 Oberflachenproteine herunterreguliert haben um sich auf den Zelltod durch
Apoptose vorzubereiten, kann man die hier gefundenen Daten so interpretieren, dass der Korper
einen Anstieg des DN-T-Zell Anteils durch Apoptosehemmung mit sFas nicht noch fordern will.
Dass eine Verknulpfung zwischen Fas und DN-T-Zellen besteht, geht aus den Daten von Canale

und Smith sowie Drappa et al. hervor [Canale und Smith, 1967; Drappa et al., 1996].
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Das von Canale und Smith erstbeschriebene Canale-Smith-Syndroms zeichnet sich durch die Sym-
ptome Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und VVolumenminderung der lymphatischen Or-
gane wahrend infektiosen Erkrankungen aus [Canale und Smith, 1967] H&matologisch finden sich
regelmaBig ein erhdhten Anteil an CD4CD8CD3™ doppelt negativen T-Lymphozyten (DN-T-
Lymphozyten).

Die Pathogenese der Symptome beruht anscheinend darauf, dass lymphatische Zellen und Gewebe,
die durch Apoptose abgetttet werden sollten, aufgrund des Apoptosedefektes nicht absterben,
sondern sich im lymphatischen Gewebe wie Lymphknoten oder Milz anreichern. Da es noch ande-
re von Fas unabhangige Mechanismen gibt, die Apoptose verursachen kénnen (zum Beispiel Perfo-
rin-Granzym B vermittelte Apoptose), die zum Beispiel bei Infektionen vermehrt aktiviert werden,
lasst sich die Abschwellung des lymphatischen Gewebes wahrend Infektionen erklaren. Die DN-T-
Lymphozyten scheinen aus einfach positiven T-Lymphozyten (CD4" oder CD8") zu stammen, die
nach ihrer Aktivierung ihre CD4 oder CD8 Oberflachenproteine rerunterregulieren, um sich auf
die Apoptose vorzubereiten [Drappa et al., 1996].

Der Zusammenhang zwischen den Symptomen des Canale-Smith-Syndroms (CSS) und einem De-
fekt im Fas Rezeptor Gen wurde von Drappa et al. bei 4 Patienten aufgezeigt, die die Symptome
des CSS zeigten [Drappa et al., 1996]

Der Ausfall von Fas fiihrt zu einem Defekt der Apoptose, der letztlich zumindest einige der Sym-

ptome erklart.

In der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und mit Immundefekt wurde eine
statistisch signifikante positive Korrelation zwischen sFasL und dem prozentualen Anteil von DN-
T-Lymphozyten gefunden.

Eine mogliche Hypothese hierfir wére, dass ein hoher Anteil an DN-T-Lymphozyten die Produk-
tion von l6slichem Fas Ligand anregt, der die Induktion der Apoptose der DN-T-Lymphozyten
unterstlitzen soll. Andererseits besitzt sFasL scheinbar auch eine apoptosehemmende Wirkung. Es
lasst sich nur schwer erklaren, dass eine Zusammenfassung beider Patientengruppen keine signifi-
kante Korrelation von DN-T-Lymphozyten und sFasL zeigt.

Anzumerken ist auch, dass die dargestellte positive Korrelation von DN-T-Zellen und sFasL recht
stark an einem (maximalen) Wert hangt. Die Ursache hierfir muss in der geringen Fallzahl in der

Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und mit Immundefekt gesucht werden.

Die Interpretation der in dieser Arbeit gewonnenen Beobachtungen gestaltet sich sehr schwierig,

auch aufgrund der inhomogenen Untersuchungspopulation, die jedoch bewusst gewéhlt wurde, um
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sich ein grobes, aber daher noch unscharfes Bild zu verschaffen, tiber die bisher im Zusammen-
hang mit rezidivierenden Infektionen noch nicht untersuchten Parameter doppelt-negative T-
Zellen und die apoptosemodulierende Faktoren sFas und sFasL .

Eventuell lassen sich hieraus in Folgearbeiten neue Erkenntnisse - zum Beispiel ein weiterer, neuer

Infektionsparameter- aus dem Gebiet der Apoptoseforschung finden.
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5. Zusammenfassung

Es wurden 29 Patienten untersucht, die sich wegen héufigen Infektionen im Dr. von Haunerschen
Kinderspital vorstellten, 10 davon mit einem bekannten Immundefekt. Hierbei wurde die prozen-

tuale Verteilung von CD4-, CD8-positiven und doppelt negativen T-Lymphozyten bestimmt.

Bei den doppelt negativen T-Lymphozyten (DN-T-Lymphozyten) handelt es sich um eine beson-
dere Untergruppe die doppelt negativ heiBen, da sie weder das CD4- noch das CD8-
Oberflachenprotein tragen. Bis zu 5% aller T-Lymphozyten sind physiologisch doppelt negativ. Ei-
ne gangige Hypothese ist, dass DN-T-Zellen ihre CD4 und CD8 Oberflachenproteine von der
Zelloberflache entfernt haben, um sich auf Apoptose vorzubereiten. Andererseits werden DN-T-

Zellen auch direkt im Thymus gebildet.

Ebenfalls bestimmt wurden die Plasmaspiegel der Plasmaproteine sFas und sFasL.

Hierbei handelt es sich um die I6slichen Pendants zu den Zelloberflachenproteinen Fas und Fas Li-
gand (FasL). Membransténdiges Fas gibt ein Apoptosesignal in die Zelle ab, wenn es in Kontakt
mit FasL kommt, welches den Zelltod einleitet. Losliches sFas hingegen hemmt Apoptose, indem
es den Fas Liganden blockiert.

sFasL kann zwar auch an Fas ein Apoptosesignal auslsen, jedoch ist seine Wirkung schwécher als
von membranstdndigem FasL, so dass es gleichzeitig eine kompetitiv hemmende Wirkung besitzt.
Zusammenhdnge einer prozentualen Vermehrung von doppelt-negativen T-Zellen und sFas wur-

den in anderen Arbeiten beschrieben.

In der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt lag der pro-
zentuale Anteil an DN-T-Zellen signifikant iber dem der gesunden Kontrollen. Gleichzeitig fand
sich ein signifikant geringerer Anteil an CD8"-T-Lymphozyten bei dieser Patientengruppe. Dies
konnte entweder auf einen verstarkten Deaktivierungsprozess durch Verlust der CD8-
Oberflachenproteine hindeuten - zum Beispiel als Antwort auf eine vorrausgegangene infektions-
bedingte vermehrte Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen -, oder Ausdruck einer vermehrten

Reifung von DN-T-Zellen im Thymus sein.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied des Mittelwertes von sFas beim Vergleich beider Patien-
tengruppen. In der Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und mit Immundefekt
lag der sFas Spiegel signifikant Gber dem sFas Spiegel der Patientengruppe ohne Immundefekt. In

der Literatur wurden bei den \erschiedensten immunologischen Erkrankungen veranderte sFas
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Spiegel berichtet. Die meisten Autoren vermuten eine vorwiegend apoptosehemmende Wirkung
durch die erhohten sFas Spiegel. Die hier gefundenen Werte kdnnten ebenfalls Ausdruck einer
Apoptosemodulation sein, wobei die niedrigeren sFas Spiegel der Patienten ohne Immundefekt auf

eine indirekte Aktivierung der Apoptose hindeuten.

Die sFasL Spiegel lagen in beiden Patientengruppen niedriger als Werte, die bei gesunden Kontrol-
len in mehreren Arbeitsgruppen gefunden wurden, ein signifikanter Unterschied zwischen den Pa-

tientengruppen fand sich nicht.

Nach Zusammenfassung beider Patientengruppen fanden sich in dieser Arbeit Hinweise fiir eine in
der Literatur vorbeschriebene Abhdngigkeit von sFas und DN-T-Lymphozyten. Hier jedoch korre-
lierten niedrige sFas Spiegel mit einem héherem Anteil an DN-T-Lymphozyten, wéhrend in der Li-
teratur nach Injektion von sFas bei Mdusen eine Erhdhung von DN-T-Lymphozyten gefunden
wurde . Ein Interpretationsversuch der in dieser Arbeit gewonnenen Daten lautet, dass der Korper
durch eine Erniedrigung des Spiegels von apoptosehemmenden sFas einen Anstieg des Anteils an

DN-T-Zellen nicht noch begtinstigen will.

Hinweise fir eine Abhédngigkeit von sFasL und DN-T-Lymphozyten wurde in der Gruppe von Pa-
tienten mit rezidivierenden Infektionen und mit Immundefekt gefunden, die darauf hindeuten, dass
ein hoher Anteil an DN-T-Zellen mit einem relativ hohem sFasL Spiegel einhergeht. Als Hypothe-
se wurde angefuhrt, dass ein hoher DN-T-Zell Anteil die Produktion von l6slichem Fas Liganden

anregt, der die Induktion von Apoptose der DN-T-Lymphozyten unterstiitzen soll.

Zusammenfassend fand sich in dieser Arbeit, dass

0 die Gruppe von Patienten mit rezidivierenden Infektionen aber ohne Immundefekt einen
signifikant erhohter Anteil an DN-T-Lymphozyten, bei gleichzeitig erniedrigten Anteil an
CD8*-T-Lymphozyten gegeniiber gesunden Kontrollen zeigte.

0 der prozentuale Anteil an DN-T-Lymphozyten negativ mit dem sFas Spiegel korrelierte.

0 der prozentuale Anteil an DN-T-Lymphozyten positiv mit dem sFasL Spiegel in der Gruppe
von Patienten mit rezidivierenden Infektionen und mit Immundefekt korrelierte.

0 der sFas Spiegel in der Patientengruppe mit Immundefekt signifikant Gber dem Spiegel der
Patientengruppe ohne Immundefekt lag.

0 sFasL sich nicht zwischen beiden Patientengruppen unterschied.
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8. Abklrzungsverzeichnis

8. Abklrzungsverzeichnis

ADP
AlF

APC
CAR

CD
CED-3
COPD

CRD
CSS
CTL
DAXX

DED

DISC

DN-T- Lymphozyt
ELISA

FADD

FITC
FLICE
FLIP

GM-CSF

H.0,
HVEM
ICE

IFN-g

Adenosin Diphosphat.
apoptosis inducing factor; Apoptose induzierender Faktor.
antigen presenting cell; Antigen préasentierende Zelle.

cytopathic avian leukosis sarcoma virus receptor; Rezeptor fur das
zytopathischen leukédmisches Sarkom Virus der Vogel.

Cluster of differentiation; Einteilung zur Unterscheidung von Prote-
inen.

Bezeichnung fiir ein Gen, welches fur eine Cystein Protease codiert,
die flir den Apoptoseweg wichtig ist.

chronic obstructive pulmonary disease; chronische obstruktive Lun-
generkrankung)

cystein rich domain; Cystein reiche Doméne.
Canale-Smith-Syndrom
cytotoxic T lymphocyte; zytotoxischer T-Lymphozyt.

Fas death domain associated protein; Fas Todesdoménen assoziier-
tes Protein. Die XX lassen Platz fiir spater noch zu definierende Un-
tergruppen dieses Proteins.

death effektor domain; Todes Effektor Doméne.
death inducing signaling complex; Tod induzierender Signalkomplex.
doppelt negativer T-Lymphozyt (CD4 CD8 CD3").

enzyme linked immunsorbent assay; Enzymabhéngiger Immunbin-
dungstest; immunologische Bestimmung biologisch aktiver Substan-
zen in Korperflussigkeiten.

Fas associated protein with death domain; Fas assoziiertes Protein
mit Todesdomane.

Fluorescein Isothyocyanate; griin fluoreszierender Farbstoff.
FADD-like ICE (siehe unter ICE, FADD) entspricht Caspase 8.

FLICE inhibiting protein (siehe unter FLICE); FLICE hemmendes
Protein.

Generalised lymphoproliferative disease; generalisierte lymphoproli-
ferative Erkrankung.

Granulocyte-makrophage colony-stimulating-factor; Faktor der die
Bildung von Granulozyten und Makrophagen Kolonien stimuliert.

Wasserstoff-Superoxid.
herpes virus early mediator; friher Mediator des Herpes Virus.

interleukin-1b-converting enzyme; Enzym zur Aktivierung von h-
terleukin-1b aus einer Vorstufe.

Interferon g
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JNK c-Jun N-terminal kinase; Apoptose vermittelndes Enzym.

lpr lymphoproliferative; Lymphoproliferation.

MACH MORT-1 associated CED-3 homologue; MORT-1 assoziiertes
CED-3 Homolog (siehe CED-3, MORT-1).

MHC major histocompatibility complex.
Haupthistokompatibilitdtskomplex.

MORT-1 Name einer DED (siehe DED).

NGF nerve growth factor, Nervenwachstumsfaktor.

NK Zelle natural killer (cell); natlrliche Killerzelle, kann selbststdndig Zellen
abtoten.

PARP poly-ADP ribose polymerase.

PE Phycoerythrin; gelb-orange fluoreszierender Farbstoff.

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein; blau-griin fluoreszierender Farbstoff.

RAIDD RIP-associated ICH-1/CED-3 homologous protein with a death

domain; RIP assoziierte ICH-1/CED-3 homologes Protein mit einer
Todesdoméne (siehe RIP, ICH-1, CED-3).

RIP receptor interactin protein; Protein, das mit den Todesdoménen des
Fas-Rezeptor interagiert.

sFas soluble Fas; I6slicher Fas Rezeptor.

sFasL soluble Fas Ligand; léslicher Fas Ligand.

SLE systemischer Lupus erythematodes.

TCR T cell receptor; T Zell Rezeptor.

TGF-b tumor growth factor b; Tumorwachstumsfaktor b.

TMB Tetramethylbenzidine.

TNF tumor necrosis factor; Tumornekrosefaktor.

TNFR tumor necrosis factor receptor; Rezeptor flir den Tumornekrosefak-
tor.

TRADD TNFR1 associating protein with death domain; TNFR assoziiertes
Protein mit einer Todesdoméne (siehe TNFR).

TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand; TNF verbundener Apoptose

induzierender Ligand (siehe TNF).
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