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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Hintergrund

Das Immunsystem dient als natiirlicher Schutzschild gegen eindringende Mikroorganismen
und deren Toxine [45]. Zwei tragende Sdulen der angeborenen Korperabwehr sind das
Complementsystem und die neutrophilen Granulozyten. Wird Korpergewebe durch
Bakterien oder physikalische Einfliisse geschidigt, so kommt es in der Anfangsphase zu
einer Complementaktivierung, begleitet von einer Aktivierung des frithen zelluldren
Abwehrsystems (neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen) [85]. Durch die
Storung der Gewebeintegritit leitet das Immunsystem als Antwort auf freiliegende oder
invadierte pathogenassoziierte Molekiilmuster (,,Pathogen-associated molecular patterns®)
[36, 45] eine harmonisch abgestimmte, lokal begrenzte Entziindungsantwort ein, die durch
humorale [11, 35, 53], zelluldre [11, 37] sowie neuronale [76] Mediatoren feinreguliert
wird. Complementaktivierungsprodukte und das Zytokin-Chemokin-Netzwerk fiihren
zusammen mit der Ausschiittung reaktiver Substanzen (wie z.B. Sauerstoffradikalen) zu
den klassischen Entziindungszeichen [19]. Bei ausgeprigten Gewebetraumen (z. B. bei
groBBen operativen Eingriffen, Polytrauma, ausgedehnten Verbrennungen, etc.) kann es
durch eine iiberschieBende Immunantwort mit einem Uberwiegen der proinflammatorischen

Mediatoren zu einem generalisierten Entziindungsprozess kommen.

1.2. Die Definition der Sepsis

Die generalisierte Entziindungsantwort wird als ,,Systemic inflammatory response
syndrome* (SIRS) bezeichnet und ist durch mindestens zwei der nachfolgenden Symptome
charakterisiert [6]: Tachykardie, Tachypnoe, Hyper- oder Hypothermie und Leukozytose
oder Leukopenie (Definitionskriterien s. Anhang 7.1., Tab. 3). Eine Sepsis liegt vor, wenn
eine mikrobiologisch oder klinisch nachgewiesene Infektion die Ursache des SIRS ist [6].
Zeigt der Patient Zeichen der Organfunktionsstorung, Hypoperfusion oder Hypotension,
spricht man von einer schweren Sepsis [6]. Dem septischen Schock liegt definitionsgemal
eine schwere Sepsis mit Hypotension trotz entsprechender Volumensubstitution zugrunde

(Anhang 7.1., Tab. 3) [6].
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Systeme umschlagen. Bei  Abb. 1 A: Sequenz der systemischen Entziindungsantwort. SIRS = ,,Systemic
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Uberwiegen der antiinflam- Y TESPOmE Y ey Y
MOV = Multiorganversagen. B: Rolle des angeborenen Immunsystems wéhrend
matorischen Entzﬁndungsant- der Sepsis. Die unkontrollierte Aktivierung des Complementsystems fiihrt zur
. . . Beeintriachtigung der neutrophilen Granulozyten als wichtigste Vertreter der
wort sind die Patienten aufgrund sine P Y &
frithen zelluldren Abwehr.

der bestehenden Immun-

suppression insbesondere durch Sekundirinfektionen gefihrdet (Abb. 1A). Bei
fortschreitender Sepsis kann es zu einer Beeintrichtigung der Organfunktionen
(Multiorgandysfunktionssyndrom, MODS) [81] kommen, die letztendlich in ein

Multiorganversagen (MOV) miinden kann.
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1.3 Das Complementsystem

Insbesondere die unkontrollierte Aktivierung des Complementsystems mit tiberméBiger
Freisetzung der Anaphylatoxine C3a und C5a [27, 33] und nachfolgender Funktionsstdrung
der neutrophilen Granulozyten [7, 27, 73] scheint eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der Sepsis zu spielen (Abb. 1B).

Als Complementsystem wird eine Gruppe von liber 30 Plasmaproteinen zusammengefasst,
die iiberwiegend in der Leber synthetisiert und entlang enzymatischer Kaskaden aktiviert

werden. Sie gruppieren sich um neun Hauptkomponenten (C1 bis C9) [31]. Verletztes,

verbranntes oder hypoxisches

Gewebe. Bakterien und deren Klassischer Lectin Alternativer
’ Weg Weg Weg
TOXIHC Oder Zeumembran_ Antigen-Antikorper- Pathogene LPS
. Komplexe Oberflachen
fragmente kdénnen das | | |
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I
. . . . ‘
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durch  Antikorper  (haupt- C3 c3a

2] ‘
w
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sachlich IgG-Immunkom-
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plexe), aber auch durch akute Q Thrombin
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. . Cb5a
Phase Proteine wie das C-
Csb
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Serum  Amyloid  Protein MAK (CSb-9

aktiviert. Der Kontakt mit

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der vier Aktivierungswege des Complementsystems

MBL als Bestandteil von und ihrer gemeinsamen Endstrecke. MBL = ,,Mannose binding lectin®; MASP = MBL
Bakterienoberflichen fiithrt assoziierte Serinprotease; LPS = Lipopolysaccharide;, MAK = Membranangriffs-

komplex.

zur Aktivierung von MBL-

assoziierten Serinproteasen (MASP-1, -2, -3), die anschlieend C4 und C2 spalten (Lectin
Weg). Der alternative Weg wird typischerweise durch gramnegative Bakterien, LPS und
IgA-Immunkomplexe aktiviert. Dariliber hinaus verstirkt eine stindig stattfindende
spontane Hydrolyse von C3 zu C3b die Aktivierung dieses Weges [50, 82]. Erst kiirzlich
wurde beschrieben, dass Thrombin als C5-Konvertase agieren kann, die unabhédngig von C3
und C3b ist [38]. Jeder dieser Wege wird durch intrinsische Inhibitoren im Plasma und auf

Zelloberflichen reguliert. Die Aktivierung zweier hintereinander geschalteter
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Enzymkomplexe (C3-Convertase bzw. C5-Convertase) fiihrt schlielich zur Spaltung von
C3 bzw. C5 und damit zur Freisetzung der Anaphylatoxine C3a und C5a. Die gemeinsame
Endstrecke aller Aktivierungswege miindet in der Formation der Proteine C5b-9 zum sog.
Membranangriffskomplex (MAK), der Zellen und Bakterien lysieren kann [31, 50, 82]
(Abb. 2).

1.4 Das Cha-Molekil

Durch die C5-Convertase wird das C5-Molekiil in die Fragmente C5a und C5b gespalten.
Das 14 kDa groBe Glykoprotein C5a (74 Aminosduren) besteht strukturell aus 4

antiparallelen o-Helices, die einen mit Disulfidbriicken stabilisierten Kern bilden. Die

Enden sind zum einen als relativ starrer
Aminoterminus und zum anderen als frei
beweglicher Carboxylschwanz geformt (Abb. 3)
[42, 82]. Die fiinf carboxyterminalen
Aminosduren (Met70, GIn71, Leu72, Gly73,
Arg74) bilden das strukturelle Korrelat der
biologischen Aktivitit (Effektorregion). Fiir die

' |
volle Aktivitdt wird der endstdndige Argininrest /\ NH2
verantwortlich gemacht [82]. Im Plasma wird Csa )L _A
C5a rasch von der Carboxypepdidase N durch N—

Abspaltung des carboxyterminalen Arginins  app 3 Stuktureller Aufbau  des  CSa-Molekiils
inaktiviert (C5agesarg74). Die Bindung des CS5a-  (modifiziert nach Huber-Lang et al. [40]).

Molekiils an die aminoterminale Doméne des C5a-Rezeptors wird durch die kationischen
Aminosduren (His15, Lys19, Lys20, Arg37, Arg40, Arg46) der Helices 2 bis 4 und der
interhelikalen Schleifen vermittelt [28, 82].

Funktionell betrachtet agiert C5a insbesondere fiir neutrophile Granulozyten als
hochwirksames Chemotaxin und erhdht deren Bereitschaft zur Phagozytose. C5a stimuliert
ferner neutrophile Granulozyten sowie Makrophagen zur Synthese und Freisetzung von
unterschiedlichen Enzymen, Zytokinen und Eicosanoiden und aktiviert den oxidativen
Metabolismus der Zellen [44, 80]. Endothelzellen werden durch C5a zur Expression von
Adhéasionsmolekiilen (p-Selectin, ICAM-1) angeregt, die in Folge die Adhésion und

Aggregation von neutrophilen Granulozyten vermitteln. Die C5a-induzierte Ausschiittung
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vasoaktiver Amine durch Endothelzellen hat eine Vasodilatation und Steigerung der
Gefidllpermeabilitit zur Folge [21, 25, 28]. Daneben kann C5a eine Histaminfreisetzung aus
Mastzellen sowie die Kontraktion glatter Muskulatur induzieren [21]. Zusammengefasst
steigert C5a als proinflammatorischer Mediator die Abwehrbereitschaft des angeborenen
Immunsystems gegen eindringende Mikroorganismen. Der akuten und chronischen
Uberproduktion von C5a wird eine wichtige Rolle in der Pathogenese verschiedener
Krankheitsbilder zugeschrieben, wie z. B. myokardiale Ischimieschdden [4, 63], Asthma
bronchiale [18], Sepsis [4, 70], Schocklunge (ARDS) [72] und Multiorganversagen (MOV)
[39].

1.5 Der Cha-Rezeptor (C5aR)

Das Anaphylatoxin C5a tlibermittelt seine Signale iiber den C5a-Rezeptor (C5aR, CDS8S),
der — wie viele andere Rezeptoren von Entziindungsmediatoren — aus 7 transmembrandren
Doménen besteht [25]. Das kodierende Gen ist auf Chromosom 19, Bandposition q13.2,
lokalisiert [82]. C5aR gehort der Uberfamilie der Rezeptoren vom Rhodopsin-Typ an und
hat ein Molekulargewicht von 45 kDa [82]. Er wird in hoher Zahl auf Monozyten,
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten (ca. 60 000/Zelle [80]) exprimiert, aber auch
auf anderen immunologischen Zellen sowie auf verschiedensten nicht immunologischen
Zelltypen (z. B. GefdBBendothelzellen, Bronchial- und Alveolarzellen, Nerven- und
Gliazellen, Mesangium- und Tubulusepithelzellen der Niere) [82]. Neuere Untersuchungen
des Bindungsverhaltens von C5a an C5aR postulieren ein komplexes dreiseitiges
Bindungsmodell und damit mindestens drei potentielle Angriffspunkte, um die C5a-
Interaktion zu beeinflussen [42, 71]. Nach Bindung von C5a an C5aR wird durch
Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten an der dritten intrazelluldren Schleife eine
Interaktion mit dem G-Protein vermittelt [9, 10]. Der G-Protein-Komplex dissoziiert
daraufhin in seine Untereinheiten (o und Py) und aktiviert dadurch verschiedene
intrazelluldre Signalproteine wie z.B. die Adenylatcyclase, Phospholipase C, Proteinkinase
C, Phosphatidylinositol-3-Kinase oder die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase [25, 26]. Durch
Aktivierung weiterer nachgeschalteter intrazelluldrer Proteine folgt dem C5Sa-
Rezeptorsignal schlielich eine biologische Antwort (bei neutrophilen Granulozyten z. B.
Chemotaxis, Phagozytose, ,,Oxidative burst”, Mediatoren- und Granulaausschiittung) [80].

Nach Ligandenbindung wird C5aR durch Phosphorylierung von Serinresten am
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Carboxylende (an den Positionen Ser314, -317, -327, -332, -334 und -338) rasch
internalisiert und zum partiellen Rezeptor-,,Recycling” intrazelluliren Kompartimenten

(Golgi-Apparat) zugefiihrt [56].

1.6 Die Rolle von C5a und C5aR wéahrend der Sepsis

Die C5a-C5aR-Interaktion auf neutrophilen Granulozyten spielt fiir die Einleitung eines
lokal begrenzten Entziindungsprozesses eine wichtige Rolle. Sie dient der Beseitigung von
infektiosen Elementen und ist unter physiologischen Bedingungen sorgfaltig reguliert [80].
Bereits vor mehr als zehn Jahren wurden wéhrend der Sepsis erhohte CSa-
Plasmakonzentrationen nachgewiesen [73]. Dies weist auf eine Uberaktivierung des
Complementsystems wihrend des septischen Geschehens hin [80]. Andererseits verlieren
neutrophile Granulozyten wéhrend experimenteller Sepsis weitestgehend ihre Fahigkeit,
C5a zu binden [39], was auf eine verminderte Expression von C5aR zuriickgefiihrt wurde
und moglicherweise erhohte C5a-Konzentrationen bedingen konnte [29]. Kiirzlich wurde
ein C5aR-Verlust auf neutrophilen Granulozyten von Patienten mit Sepsis bestétigt [22].
Exzessiv hohe C5a-Konzentrationen konnen in vitro eine Funktionsstérung der
intrazelluldren Signalprozesse mit nachfolgender ,,Paralyse* der neutrophilen Granulozyten
bewirken [30, 44]. Die phagozytotische Aktivitit und die Antwort auf chemotaktische
Reize sind dabei stark vermindert, auBerdem ist die Produktion von bakterizid wirkendem
H,0, um mehr als 50% eingeschrinkt [7, 27, 73, 80]. Makrophagen werden indessen in
threr Funktion nur unwesentlich gehemmt [80]. Weitere Studien zeigten, dass eine
Blockade sowohl von C5a durch spezifische Antikorper als auch von C5aR durch C5aR-
Antagonisten wihrend experimenteller Sepsis die Uberlebensraten der septischen
Versuchstiere signifikant verbessert und die Dysfunktion von neutrophilen Granulozyten

weitestgehend verhindert [14, 40].

1.7 Der ,,Cba-like*-Rezeptor 2 (C5L2)

Kiirzlich wurde ein zweiter C5a-bindender Rezeptor entdeckt, der aufgrund seiner
molekularbiologischen Ahnlichkeiten mit dem ,klassischen C5aR ,,C5a-like” Rezeptor 2
(C5L2) genannt wurde [57]. Das kodierende Gen ist auch als GPR77 bekannt und dem des

10
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C5aR benachbart (Chromosom 19,

Band Position q13.33) [51]. C5L2 SEPSIS

zeigt eine Sequenzhomologie zu *

C5aR von 49% [51]. Er gehort neben  C5at

C3aR und fMLPR der C5aR- C5aR ¢ « ‘CSLZ ?

Subfamilie an [59]. Bisher wurde

C5L2 auf unreifen dendritischen

Zellen sowie Zellen aus Milz- und X
Hodengewebe gefunden [57], aber ‘ ‘
auch mit schwicherer Auspriagung Signaliibertragung via  KEINE Signaliiber-
G-Protein tragung via G-Protein
auf Zellen verschiedener anderer Chemotaxis, KEINE zelluliren
Phagozytose, Effekte (?)
] Mediatorfreisetzung,
Gewebe (z.B. Gehirn, Herz, Leber, e g
Lunge, Niere) [9, 51, 57] Ob C512 Liganden: Liganden:
. C8a >> C5aygsargrs C5a = Chaygsargrs
auch auf neutrophilen Granulozyten
rasche Internalisierung ?
exprimiert wird, konnte noch nicht Hesyeing
X . . ~Downregulation* ?
eindeutig geklart werden [58, 59]. wahrend SIRS/Sepsis
!::> aktiver Rezeptor wDecoy“-Rezeptor (?)

Liganden dieses neubeschriebenen

Rezeptors sind sowohl C5a als auch

CSagesarg74, beide mit nahezu gleich
Abb. 4: Vergleich der beiden C5a-bindenden Rezeptoren C5aR und

hoher Affinitit [9]. Im Gegensatz 52, csaR = C5a-Rezeptor; CSL2 = ,,CSa-like” Receptor 2; G-Prot. =
zum C3aR [13, 82] und C5aR [27, CFroten

82] ist C5L2 nicht mit G-Proteinen vergesellschaftet. Ursache hierfiir ist der Austausch
eines Arginins durch ein Leucin in der so genannten ,DRY“-Region der dritten
Transmembrandomine [47, 58]. AuBerdem ist die dritte intrazelluldre Schleife weitaus
kiirzer als bei C5aR und weist weniger Serin-/Threoninreste auf, die typischerweise nach
Phosphorylierung die Verbindung zu G-Proteinen herstellen [9, 58]. Nach Bindung von C5a
an C5L2 werden nach bisherigen Erkenntnissen weder die bekannten intrazelluldren
Signalwege aktiviert noch nachfolgende biologische Effekte erzeugt [47, 58]. Ein weiterer
Unterschied zum C5aR ist das wesentlich langsamere Bindungsverhalten (,,On-/Off-rate®)
der Liganden an C5L2 [58]. AuBerdem scheint C5L2 nach Ligandenbindung nicht
phosphoryliert und internalisiert zu werden [58]. Somit konnte C5L2 als sog. ,,Decoy*-
oder ,,Scavenger“-Rezeptor agieren, der aktivierte Complementfaktoren bindet, ohne die
zelluldre Aktivitit zu beeinflussen. C5L2 konnte dadurch eine Pufferfunktion fiir

tiberschiissig gebildete Complementaktivierungsprodukte einnehmen [58]. Eine andere

11
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Interpretation wére, dass C5L2 die inflammatorische Antwort jenseits der raschen initialen
Effekte nach C5a-Bindung verldngert, indem der Ligand-C5L2-Komplex fiir eine ldngere
Zeit auf der Zelloberflache prasentiert wird [9] (Abb. 4).

1.8 Zielsetzung

Die Expression des neuen Complementrezeptors C5L2 auf neutrophilen Granulozyten
sowie dessen Funktion sind derzeit noch weitgehend unbekannt und insbesondere wihrend
der systemischen Entziindungsantwort (Sepsis) unerforscht. Ziel dieser Arbeit war es daher,
das Expressionsverhalten von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten wihrend der
systemischen Entziindung 1.) in vitro, 2.) tierexperimentell und 3.) klinisch zu untersuchen

und dadurch eine mogliche pathophysiologische Rolle von C5L2 zu eruieren.

12
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2. Material und Methodik

2.1 Material

Die verwendeten Substanzen sind von hochstem Reinheitsgrad (>99%) und wurden, wenn

nicht anders erwihnt, von Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

2.2 Ethische Aspekte

Vor Studienbeginn wurde ein Ethikantrag bei der Ethikkommission der Universitit Ulm
gestellt. Das Votum der Ethikkommission liegt vor (Antrag-Nr. 163/2003, Anhang 7.3).
Die Freiwilligen und Patienten wurden iiber die Versuche ausfiihrlich informiert, {iber
mogliche Risiken aufgeklirt (Anhang 7.4) und gaben ihr schriftliches Einverstindnis zur
Blutentnahme (Anhang 7.5) und zur Ubereignung des Korpermaterials (Anhang 7.6).
Patienten, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme aufgrund der Schwere der Krankheit nicht
einwilligungsfdhig waren, wurden nach klinischer Besserung eingehend informiert und ihr
schriftliches Einverstindnis wurde nachtréglich eingeholt. Fiir diejenigen Patienten, die
wihrend des Krankenhausaufenthaltes verstarben, unterzeichneten deren néchste

Angehorige die Einverstandniserkldrung.

2.3 Patienten- und Kontrollgruppenauswahl

Patienten:

In die Studie wurden intensivtherapiepflichtige Patienten im beginnenden septischen
Schock aufgenommen. Auf der Grundlage der Sepsiskriterien der ,,ACCP/SCCM
Consensus Conference” [1] (Anhang 7.1, Tab. 3) und unter Beriicksichtigung der
nachfolgend genannten Kriterien wurden iiber einen Zeitraum von zehn Monaten (11/2003
— 08/2004) Patienten der Anisthesiologischen Intensivstation des Universitdtsklinikums

Ulm in die Untersuchung eingeschlossen:
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Einschlusskriterien:
e Alter > 18 und < 80 Jahre
¢ Intensivtherapiepflichtige, postoperative/posttraumatische Patienten
e Frithphase des septischen Schocks (1.Tag)
o Beginnender Katecholaminbedarf als Marker eines beginnenden septischen
Schocks
e Persistierende Infektion

e Leukozytenzahl < 4G/l oder >12 G/I

Ausschlusskriterien:
e Lebenserwartung <24 h
e Schwangerschaft
e HIV/AIDS
e Kardiogener Schock als primdre Ursache des Schocks
e Himatologische Grunderkrankung
e Beteiligung an anderen Studien

e Chemotherapie, Bestrahlung innerhalb der letzten 6 Monate

Insgesamt wurden 26 Patienten, die diese Bedingungen erfiillten, in die Studie
aufgenommen. Davon waren 10 weiblichen und 16 ménnlichen Geschlechts. Sie hatten im
Mittel ein Alter von 64,9 + 2,6 Jahren (Tab. 1). Um den Grad der Organfunktionsstérung
zu beschreiben, wurde der SOFA-Score in modifizierter Form angewendet ([76] Anhang
7.2, Tab. 4). Hierbei wurde aufgrund der Sedierung der Patienten auf die Erfassung der
,»Glasgow coma scale* verzichtet. Insgesamt 10 der 23 Patienten entwickelten im Verlauf
ein Multiorganversagen. Im Mittel lag der SOFA-Score am Tag der Probenentnahme bei
8,86 + 0,66 (Minimum 4, Maximum 14, maximal erreichbarer Wert 20). Uberlebten die
Patienten ldanger als 30 Tage nach Beginn der Sepsis, wurden sie der Gruppe der

Uberlebenden zugeordnet (Tab. 1).

Kontrollgruppe:

Die Kontrollgruppe beschriankte sich auf gesunde, freiwillige Frauen und Ménner, die > 21
und < 80 Jahre alt waren. Strikte Ausschlusskriterien waren eine bestehende
Schwangerschaft, Bluterkrankungen (z.B. Andmie), Blutungsneigungen, bekannte

Gerinnungsstorungen und die Einnahme von Antikoagulantien (z.B. Marcumar) oder
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Thrombozytenaggregationshemmern (z.B. ASS). Es handelte sich um eine einmalige

Blutentnahme. Die Probanden (n=14) hatten im Mittel ein Alter von 62,5 + 3,3 Jahren.

Von ihnen waren 5 weiblich und 9 ménnlich (Tab. 1).

Tab. 1A: Daten des Patienten-/Kontrollgruppenkollektivs. Vergleich von Patienten mit

Sepsis mit gesunden Freiwilligen.

A

Patienten gesamt Freiwillige gesamt
n 26 14
Geschlecht w : m 10:16 5:9
Alter

(Minimum-Maximum)
[Jahre]

64,9 + 2,6 (38-80)

62,5 + 3,3 (35-76)

Liegetage auf der
Intensivstation
(Minumum-Maximum)

21,7+ 3,7 (1-62)

SOFA-Score
(Minimum-Maximum)

8,86 + 0,66 (4-14)

Tab. 1B: Daten des Patientenkollektivs. Vergleich von iiberlebenden Patienten mit Nicht-

Uberlebenden.

B Patienten Uberlebend Patienten nichttberlebend
n 11 15
Geschlecht w: m 3:8 7:8

Alter

(Minimum-Maximum)
[Jahre]

57,4 3,9 (38-77)

70,6 + 2,6 (51-80)

Liegetage auf der
Intensivstation
(Minumum-Maximum)

26,8+ 5,9 (9-62)

16,3 + 4,3 (1-30)

SOFA-Score
(Minimum-Maximum)

8,20 £ 1,05 (4-13)

9,42 + 0,85 (5-14)

Mittelwerte = SEM; SOFA-Score = ,,Sepsis-related organ failure assessment score”.

Den Freiwilligen wurde durch Punktion einer Unterarmvene (,,S-Monovette-Kaniile®,

Sarstedt, Niimbrecht) jeweils ca. 15 ml vendses Vollblut lege artis entnommen: 7,5 ml in

ein Citratrhrchen (,,S-Monovette®) zur Isolierung neutrophiler Granulozyten, 2,5 ml in ein
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EDTA-R6hrchen (,,S-Monovette®) flir die durchflusszytometrischen Untersuchungen und
5 ml in ein Serumréhrchen (,,S-Monovette) zur Serumgewinnung fiir die spatere ELISA-
Analyse. Bei den Patienten erfolgte diese Blutentnahme {iber einen bereits liegenden

vendsen bzw. arteriellen Verweilkatheter.

2.4 Isolation der neutrophilen Granulozyten

Neutrophile  Granulozyten des Menschen bzw. der Ratte wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation mit anschlieBender Dextransedimentation und hypotoner
Lyse der restlichen Erythrozyten aus Vollblut isoliert. Im ersten Schritt wurden die
neutrophilen Granulozyten und Erythrozyten durch Zentrifugation (,,Varifuge 3.0 RS,
Heraeus, Hanau) bei Raumtemperatur (23° C) fiir 30 min bei 300 x g in Anwesenheit von
,Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) von Monozyten und
Lymphozyten getrennt. Anschlieend erfolgte die Sedimentation der Erythrozyten bei
Raumtemperatur in einer 1%-Dextranldsung (Amersham Biosciences). Nach 45 min wurde
der Uberstand aus neutrophilen Granulozyten und restlichen Erythrozyten bei
Raumtemperatur fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert (,,Varifuge 3.0 RS*, Heraeus). Durch
Resuspension des Sediments in 10 ml sterilem Wasser (Aqua Spiillosung, Delta Pharma,
Pfullingen) fiir ca. 30 s wurden die Erythrozyten lysiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von
je 5 ml einer 2,7%igen Kochsalzlésung (Wiederherstellen der Isotonie) und Auffiillen mit
steriler, isotoner Kochsalzlosung (Fresenius Kabi, Bad Homburg) beendet. Die erneute
Zentrifugation (,,Varifuge 3.0 RS, Heraeus) bei Raumtemperatur fiir 5 min bei 300 x ¢
ergab ein Sediment aus neutrophilen Granulozyten (> 95% Reinheit), das in 10 ml HBSS

(Gibco invitrogen, Karlsruhe) resuspendiert wurde.

2.5 Zelladjustierung und Vitalitatstestung

Aus 10 pl Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (0,025 mm?, 0,1
mm Tiefe, Brand, Wertheim) unter dem Mikroskop (,,Axioskop®, Zeiss, Oberkochen) die
Zellzahl pro ml ermittelt. Durch entsprechende Verdiinnungsschritte wurde die Zellzahl fiir
die weiteren Versuche auf 2 x 10° Zellen pro ml angeglichen. In Vorversuchen wurde nach

der Zellisolation eine Vitalitétstestung (Trypanblau Ausschlusstest) durchgefiihrt, indem zu
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10 pl Zellsuspension 10 ul Trypanblau gegeben wurde. Dabei erschienen defekte und tote
Zellen blau angefarbt.

2.6 In vitro Simulation einer Complementaktivierung mit rekombinantem Cb5a

Zur Stimulation wurden die neutrophilen Granulozyten (2 x 10° Zellen/ml, n=3) im
Kurzzeitpuffermedium HBSS (Gibco invitrogen, Karlsruhe) in An- oder Abwesenheit
(=Kontrolle) von PMA [48] in einem Wasserbad (,,SW 23, Julabo, Seebach) bei 37°C
unter kontinuierlicher sanfter Bewegung fiir 15 min inkubiert. Fiir die in vitro Simulation
der Complementaktivierung wihrend Sepsis wurden die Zellen vor der beschriebenen
Stimulation unter sonst gleichen Bedingungen fiir verschiedene Zeitrdume ohne
(=Kontrolle) oder mit rekombinant hergestelltem C5a (Mensch: Sigma-Aldrich; Ratte:
freundliche Gabe von Prof. Dr. Ward, Department of Pathology, University of Michigan,
USA) oder alternativ mit fMLP vorinkubiert. Dabei wurden C5a-Konzentrationen von 10

nM benutzt, wie sie in Seren von septischen Patienten gefunden und beschrieben wurden

[25, 70].

2.7 Messung der Produktion von Wasserstoffperoxid (H20)

Die Messung der H,O,-Konzentration wurde nach der Methode von Thurman, Ley und
Scholy [75] als Endpunktbestimmung durchgefiihrt.
Nach o. g. in vitro Inkubation wurden folgende Reagenzien in den entsprechenden
Endkonzentrationen der Zellsuspension hinzugegeben:

e Natriumazid (Merck, Darmstadt), Endkonzentration 5 mM

e Trichloressigsdure (TCA), Endkonzentration 10%; anschlieBende Zentrifugation

(,,Biofuge fresco®, Heraeus) bei 23° C fiir 5 min bei 500 x g

e Eisenammoniumsulfat, Endkonzentration 1,5 mM

e Kalium-Thiocyanat, Endkonzentration 0,25 M
Durch Zugabe der beiden letztgenannten Reagenzien bildete sich in Anwesenheit von
H,0, ein rétlicher Farbkomplex (Eisenthiocyanatkomplex), dessen Intensitdt zu der H,O,-
Konzentration direkt proportional war. Die Lichtabsorptionen der einzelnen Proben

wurden  spektrometrisch  (,,Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Cambridge,
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GroBbritannien) bei einer Wellenldnge von 480 nm bestimmt. In Abwesenheit von Zellen
wurde durch absteigende Verdiinnung einer 10” M H,0,-Losung eine Standardkurve mit
bekannten = H,O,-Konzentrationen  erstellt (Abb. 5). Damit konnten die
Rohabsorptionswerte der Messreihen computergestiitzt in Konzentrationen umgerechnet

werden.

1,4 q

y = 0,059 + 0,025x
r2= 0,99

1,2

1,0 1
0,8 1
0,6 1

0,4 1

Optische Dichte [480 nm]

0,2

0 10 20 30 40 50
Konzentration H,0, [uM]

Abb. 5: Standardkurve zur Berechnung der H,O,-Konzentrationen (n=3).

2.8 Proteinbestimmung

Nach der Isolation und eventueller Inkubation wurden die neutrophilen Granulozyen mit
einer hypotonen Pufferlosung (bestehend aus 42 mM KCl, 10 mM HEPES, 5 mM MgCl,
und einem Breitspektrumproteaseinhibitor [Roche Diagnostics, Basel]) sowie
anschlieBender kurzzeitiger Behandlung (30 s) im Ultraschallbad (,,Qualilab“, Merk,
Bruchsal) vollstindig lysiert. Nach Zentrifugation bei 16000 x g (5 min bei 4°C) zur
Entfernung des Zelldebridements wurde dem Uberstand je 15 pl ,,Laemmli sample buffer
(BioRad, Hercules, USA) zugegeben. Anschlieend wurden die Proben bei 96°C fiir 7 min
im Hitzeblock (,,UBD*“, Grant, Cambridge, England) erhitzt und danach entweder
eingefroren oder direkt der Western Blot Analyse zugefiihrt.

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mittels ,,BCA Protein Assay Reagent Kit*
(,,Bicinchoninic acid protein assay*, Pierce, Rockford, USA) gemessen. Hierbei wurde
strikt nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Die gemessenen Lichtabsorptionen
bei 562 nm (,,Cytofluor Series 4000, Perspective Biosystems, Framingham, USA) wurden

anhand der ermittelten Standardkurve (Abb. 6) computergestiitzt in Proteinkonzentrationen
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umgerechnet.

0,41

y = 0,089 + 0,042 x
r2=0,99

0,37

0,2

0,11

Optische Dichte [562 nm]

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Proteinkonzentration [mg/ml]

Abb. 6: Standardkurve zur Berechnung der Proteinkonzentrationen, die mittels

,,Bicinchoninic acid protein assay* bestimmt wurden (n=3).

2.9 Western Blot Analyse

Die Zelllysate wurden mittels ,,SDS-PAGE® nach Laemmli et al. [49] der MolekiilgroB3e
nach aufgetrennt. Dabei wurde ein 12,5%iges Gel gewéhlt und auf die Beladung von
jeweils gleichen Proteinmengen sorgfiltig geachtet (12 bzw. 15 ug Protein/Ladebucht;
Volumenberechnung anhand der zuvor bestimmten Proteinkonzentrationen der Proben).
Die Elektrophorese (,,Mini-Protean 3 Cell”, BioRad) erfolgte mit einer konstanten
Spannung von U = 150 V bei freier Stromstiarke unter Beobachtung der Lauffront. Die
aufgetrennten Proteine wurden per Western Blot Technik (,,Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell*, BioRad) bei einer konstanten Stromstérke von I = 185 mA
und freier Spannung fiir exakt 2 h vom Gel auf eine PVDF-Membran (2 pm Porengrofe;
Schleicher und Schuell, Dassel) iibertragen. Direkt nach dem Transfer wurden die
Membranen fiir 1 h in TTBS mit 5% Milchpulver (Roth, Karlsruhe) gegeben und
anschlieBend mit einem der nachfolgend aufgefiihrten Antikdrper in entsprechender
Verdiinnung in einer 5%-Milch-TTBS-Losung tiber Nacht bei 4°C inkubiert:

e Kanninchen-anti-Mensch C5L2 IgG, 1:1000 (freundliche Gabe von Dr. Peter

Monk, University of Sheffield, GroBbritannien)
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e Kanninchen-anti-Maus C5L2 IgG, 1:500 (freundliche Gabe von Prof. Dr. Peter
Ward, University of Michigan, USA)

e Maus-anti-GAPDH IgG, 1: 5000 (Chemikon, Temecula, USA)

e Ziege-anti-GAPDH IgG, 1:500 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA).

Danach wurden die Membranen griindlich in TTBS gewaschen (3 x 5 min) und ein zweiter
enzymmarkierter Antikorper in 5%-Milch-TTBS zugegeben (1 h bei Raumtemperatur).
Folgende Antikorper kamen zur Anwendung:
e AP-markiertes Ziege-anti-Kanninchen IgG 1:5000
(Jackson Immunoresearch/ Dianova, Hamburg)
e AP-markiertes Kanninchen-anti-Ziege IgG, 1:5000
(Jackson Immunoresearch/ Dianova)
e HRP-markiertes Esel-anti-Kanninchen IgG 1:5000
(Amersham Biosciences)
e HRP-markiertes Ziege-anti-Maus IgG 1:4000

(Amersham Biosciences).

Die Membranen wurden je nach Zweitantikérper entweder mit dem Alkalinphosphatase-
(AP)- oder dem ,Enhanced-Chemiluminescence“-(ECL)-Verfahren nach den
Empfehlungen der Hersteller (,,AP-Development-Substrate-Kit“, BioRad bzw. ,,ECL
plus®, Amersham Biosciences) entwickelt. AnschlieBend wurden die Membranen bzw.
Filme (,,Hyperfilm ECL®“, Amersham Biosciences) eingescannt und elektronisch

gespeichert.

2.10 Durchflusszytometrie

EDTA-Vollblutproben wurden mit einem Durchflusszytometer (,,FACS Calibur®, BD
Bioscience, San Jose, USA) analysiert (Abb. 7). Die Fluoreszenzeinstellungen wurden
tdglich kalibriert, um Messschwankungen des Durch-flusszytometers auszugleichen.
Unmittelbar nach Entnahme wurde das EDTA-Blut der Analyse zugefiihrt. 100 pl Vollblut
wurden mit 7,5 pl (1,2 mg/ml) des unmarkierten anti-C5L2 (Mensch) Antikorpers flir 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Kontrolle diente ein nicht markierter Isotyp

Antikorper (Serotec, Oxford, GroBbritannien) in gleicher Konzentration. Ein Phyco-
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erythrin-markiertes anti-Kannin-
chen IgG (Serotec) wurde im
Verhidltnis 1:50 mit ,,Staining
buffer (PBS, Gibco invitrogen; r:l":ﬂ:«;':;';"zf;‘l::

mit 0,1% Natriumazid und 1%

FBS) verdiinnt, die Zellen darin
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,Photomultiplier

und fiir weitere 20 min inkubiert.

AnschlieBend folgte die Lyse der

»Photomultiplier

Erythrozyten mit 2 ml einer ,,1 x hydrodynamische
Fokussierung der

FACS lysing solution® (BD Zellen
PharMingen, San Diego, USA)

Seitwarts-
»Scatter”

fiir 10 min. Nach zweimaligem

Vorwarts-
»Scatter”

Waschen in  PBS  (Gibco
A L
invitrogen) wurden die Ej)

Leukozyten in PBS mit 0,1%

Natriumazid und 1% .

Paraformaldehyd fixiert und im

Computeranalyse

Durchflusszytometer analysiert.

Dabei wurden die Granulo- Abb. 7: Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie. Bei der Durchflusszytometrie

zyten und die Monozyten mit werden die Zellen einer Zellsuspension iiber eine Diise mit Uberdruck in einem
Hillstrom aus Spiilfliissigkeit hintereinander aufgereiht (hydrodynamische
Hilfe der typischen Vorwirts-

Fokussierung). Die Zellen streuen das Licht des Argon-Lasers und

und Seitwéirts-,,Scatter“-Proﬁle fluoreszierender Farbstoffe (z.B. von gebundenen Antikérpern). Das Streulicht

wird vom Vorwirts-,,Scatter (ermoglicht Beurteilung der ZellgroBe) und vom
getrennt und durch Markierung Seitwirts-,,Scatter” (charakterisiert Binnenstrukturen der Zellen) registriert. Die
mit anti-CD45/anti-CD14 gemeinsame Auswertung beider Parameter ermoglicht die Unterscheidung in

Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten.

(Leukogate, Beckman Coulter,
Kreefeld) weiter differenziert. Die Daten wurden als Punktwolke und arithmetische

Mittelwerte der Fluoreszenzintensitdt angegeben.

2.11 ELISA

Die Konzentration von C5a im Serum von Patienten mit Sepsis bzw. von gesunden

Freiwilligen wurde mittels eines kommerziell erhidltlichen Enzymimmunoassays (,,C5a
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ELISA*, DRG Diagnostics, Marburg) bestimmt. Dabei wurden samtliche Schritte wie auch
die Vorbereitung und Verdiinnung der Serumproben nach den Vorgaben des
Herstellerprotokolls ausgefiihrt. Direkt im Anschluss wurden die Extinktionswerte bei 450
nm gemessen (,,Cytofluor Series 4000, Perspective Biosystems, Framingham, USA) und
die entsprechenden C5a-Konzentrationen anhand einer parallel durchgefiihrten

Standardkurve berechnet.

2.12 Experimentelle Sepsis durch Caecum-Ligatur und -Punktion (CLP)

Der in den in vivo Versuchen verwendete anti-C5a Antikorper (affinititsgereinigter,
polyklonaler Kanninchen-anti-Ratten-C5a Antikorper, gegen die Aminosdurereste 17-36
der M-Peptid-Region gerichtet) und der Kontrollantikdrper aus dem Serum der
Kanninchen vor der Immunisierung (,,praimmunes IgG*) wurden von Prof. Dr. Peter
Ward, University of Michigan, USA, zur Verfiigung gestellt. Die Tierexperimente wurden
an der University of Michigan nach dem dort genehmigten Protokoll durchgefiihrt.

Zur Induktion der experimentellen Sepsis wurde das bekannte Sepsismodell der Caecum-
Ligatur und -Punktion (CLP) in Ratten gewahlt, geringgradig modifiziert nach Chaudry et
al. [16, 62, 83]. Dabei wurden minnliche Sprague-Dawley Ratten (275-300 g
Koérpergewicht, Harlan, Indianapolis, USA) zunéchst durch intraperitoneale Injektion von
Ketamin-Hydrochlorid (200 mg/kg Korpergewicht; Pharmacia Upjohn, Erlangen) in
Kombination mit Xylazin (8 mg/kg, Bayer, Leverkusen) sorgfiltig aniisthesiert. Uber eine
ca. 2 cm lange Mittellinieninzision wurde das Caecum aufgesucht und unterhalb der
Ileocaecalklappe unter strikter Beachtung einer unversehrten Darmpassage ligiert
(Nylonfaden ,,Ethilon 4-0%, Ethicon, Norderstedt). Am ligierten Darmstiick erfolgte eine
einmalige Darmpunktion durch das gesamte Lumen von mesenterial nach antimesenterial
mit einer 21-Gauge durchmessenden Nadel. Danach wurde eine kleine Menge Darminhalt
aus beiden Punktionsstellen herausmassiert, um deren Offenheit zu gewdhrleisten.
AnschlieBend wurde das Caecum reponiert und die Bauchhohle in Schichten verschlossen
(,,Ethilon 4-0* und Hautclips, Ethicon). Denjenigen Tieren, die eine anti-C5a Therapie
erhielten, wurde intravends 400 pg anti-C5a IgG (in 500 pl sterilem DPBS, Gibco
invitrogen) injiziert. Den Tieren der Kontrollgruppe wurde in gleicher Weise 400 pg
praimmunes IgG (in 500 pl sterilem DPBS, Gibco invitrogen) verabreicht. Scheinoperierte

Tiere wurden nach identischem Vorgehen anisthesiert und laparotomiert, jedoch ohne
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Caecum-Ligatur und -Punktion. Postoperativ wurde diesen Tieren 500 pl steriles DPBS
(Gibco invitrogen) injiziert. Alle Tiere hatten pri- und postoperativ ungehinderten Zugang
zu Wasser und Futter und wurden in sechsstiindlichen Abstidnden klinisch beobachtet. Zum
Zeitpunkt der Probenentnahme (bis zu 36 h postoperativ) erhielten die Tiere erneut eine
intraperitoneale Ketamin-/Xylazin-Injektion. Zur Gewinnung der notwendigen Blutproben
wurde die Vena cava inferior iiber eine Relaparotomie punktiert und die Tiere direkt im
Anschluss durch vollstindigen Aderlass und Anlegen eines beidseitigen Pneumothorax

euthanasiert.

2.13 Statistische Analyse

Zur Berechnung der Ergebnisse und zur Durchfithrung der statistischen Tests wurde das
Programm SigmaStat (SPSS Science Software, Erkrath) verwendet. Die Daten wurden
mittels univariater Varianzanalyse (,,Kruskal-Wallis one-way analysis of variance®)
ausgewertet. Ein p < 0,05 wurde als signifikant erachtet. Die Uberlebensraten wurden

mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte +

Standardabweichung

Standardfehler (+ SEM) angegeben. Dabei ist SEM = In
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten

C5L2-Expression auf neutrophilen Granulozyten und auf Monozyten, nicht jedoch
auf Lymphozyten des Menschen

Zunichst wurden Leukozyten von gesunden Freiwilligen mittels Durchflusszytometrie
untersucht, um eine mogliche Expression von C5L2 auf den unterschiedlichen Zelltypen
nachzuweisen. Bei der Bestimmung von C5L2 auf der Oberfliche neutrophiler

Granulozyten mit dem anti-C5L2 Antikorper zeigte sich eine signifikante

Originalregistrierung Durchflusszytometrie

A Neutrophile Granulozyten
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Abb. 8: Durchflusszytometrie von Leukozyten eines gesunden Freiwilligen.
Rechts ist jeweils die Analyse mit dem anti-C5L2 Antikorper, links mit dem
Kontrollantikdrper (Isotyp) dargestellt.
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Vertikalverschiebung der detektierten Zellen verglichen mit der entsprechenden Isotyp IgG
Kontrolle (Abb. 8A). Zirkulierende Monozyten prisentierten das C5L2-Protein ebenfalls
auf ihrer Oberfliche (Abb. 8B), wenn auch deutlich schwécher als die neutrophilen
Granulozyten. Im Gegensatz dazu blieb eine Vertikalverschiebung bei der Untersuchung

von Lymphozyten aus (Abb. 8C).

Nachweis von C5L2 im Lysat von neutrophilen Granulozyten des Menschen

AnschlieBend wurden Lysate von isolierten neutrophilen Granulozyten (jeweils 12 pg
Protein/Probe) von gesunden Freiwilligen mit dem kreuzreagierenden anti-C5L2
Antikorper (N-Peptid Sequenz, Mensch) im Western Blot untersucht. Abb. 9 (oben, rechte
Bahn) zeigt eine deutliche Bande auf der Hohe von 45 kDa. Zur weiteren
Charakterisierung dieser Bande wurde der anti-C5L2 Antikorper mit dem spezifischen
C5L2-Peptid vorinkubiert. In der anschlieBenden Western Blot Analyse verschwand die
Bande an erwarteter Position nahezu vollstindig (Abb. 9 unten). Dies deutet auf die
Spezifitidt der Bande fiir C5L2 hin. Der verwendete AntikOrper reagierte auch mit dem
C5L2-Protein der Ratte (Abb. 9 oben, linke Bahn), allerdings deutlich schwicher
verglichen mit der Reaktion mit menschlichem C5L2 (trotz Ladung gleicher

Proteinmengen).

Nachweis von C5L2 im Lysat von neutrophilen Granulozyten der Ratte

Da sich aus dem vorgenannten Versuch Hinweise fiir die Existenz von C5L2 auf
neutrophilen Granulozyten der Ratte ergaben, wurden Zelllysate von neutrophilen
Granulozyten von Ratten (jeweils 15 pg Protein/Probe) der Western Blot Analyse
zugefiihrt und diesmal mit einem Antikorper gegen C5L2 der Maus (N-Peptid Sequenz)
untersucht. Wie Abb. 10 zeigt, fand sich eine deutliche Einzelbande auf der erwarteten
Hohe (45 kDa), die nach Priainkubation des Antikorpers mit dem C5L2-Peptid verschwand.
Der verwendete anti-Maus-C5L2 Antikorper reagierte sowohl deutlich mit dem C5L2-
Protein der Ratte als auch mit dem der Maus (Daten nicht gezeigt), zeigte jedoch keine
Kreuzreaktion mit dem Protein auf neutrophilen Granulozyten des Menschen (linke Bahn

in Abb.10).
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gesunder Freiwilliger

[kDa]

PMN (Ratte)
PMN (Mensch)
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anti-C5L2 (Mensch)
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blockierter anti-C5L2
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Abb. 9: Western Blot Analyse von Lysaten aus neutrophilen Granulozyten einer
Ratte und eines gesunden Freiwilligen mit einem Antikorper gegen das CSL2-
Protein des Menschen. Die untere Membran zeigt das Ergebnis des Western Blots
fiir C5L2, nachdem der anti-C5L2 Antikorper mit dem entsprechenden C5L2-N-
Peptid vorinkubiert wurde. Die Pfeile deuten jeweils auf die Position des

dargestellten Proteins. PMN = neutrophile Granulozyten.
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Abb. 10:Western Blot Analyse von Lysaten aus neutrophilen Granulozyten (PMN)
eines gesunden Freiwilligen und einer Ratte mit einem Antikorper gegen das
C5L2-Protein der Maus. Die untere Membran stellt das Ergebnis des Western Blots
fiir C5L2 nach Vorinkubation mit dem entsprechenden C5L2-N-Peptid dar. PMN =

neutrophile Granulozyten.
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3. Ergebnisse

3.2 Verlust von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten wahrend experimenteller
Sepsis

Reduzierter C5L2-Gehalt wahrend CLP-induzierter Sepsis

Um das Verhalten des Complementrezeptors C5L2 im Verlauf der Sepsis zu untersuchen,
wurden neutrophile Granulozyten aus dem Blut von Ratten nach CLP-induzierter Sepsis
isoliert und deren Lysate auf den Gehalt von C5L2 untersucht (Abb. 11). Unbehandelte
Kontrolltiere (Ktrl) zeigten wie erwartet eine deutliche Bande bei 45 kDa. Auch 6 h nach
CLP stellte sich die Bande fir C5L2 unverdndert dar. Lysate von CLP-Tieren mit

beginnenden Zeichen der Sepsis (12 h nach CLP) zeigten einen moderat verminderten
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Abb. 11: Western Blot Analyse von Lysaten aus neutrophilen Granulozyten
jeweils einer Ratte fiir C5L2 nach CLP bzw. Schein-OP (reprisentativ fiir n=4).
Die Analyse mit anti-GAPDH (Mitte) weist auf das Beladen gleicher
Proteinmengen hin. Unten ist das Ergebnis der Densitometrie als Quotient
CSL2/GAPDH dargestellt. Ktrl = Kontrolle; PMN = neutrophile Granulozyten;
GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase; CLP = Caecum-Ligatur

und -Punktion; Schein-OP = Scheinoperation.
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Gehalt des C5L2-Proteins im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren. Mit Fortschreiten
der Sepsis (24 h nach CLP) wiesen die septischen Tiere schlielich nur noch eine
schwache Bande fiir C5L2 auf, wéhrend die Gruppe der scheinoperierten Tiere eine
erhaltene C5L.2-Bande présentierte. Diese Ergebnisse zeigen eine zeitabhingige Reduktion

von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten im Verlauf der experimentellen Sepsis.

Cb5a-Blockade bewahrt den C5L2-Gehalt neutrophiler Granulozyten wéahrend
experimenteller Sepsis

Aus vorausgegangenen experimentellen Sepsisstudien ist bekannt, dass die Gabe von
Antikorpern gegen C5a einerseits zu einer Retention des ,klassischen® C5aR auf
neutrophilen Granulozyten und andererseits zu verbesserten zelluldren Funktionen mit
einer signifikant erhdhten Uberlebensrate der septischen Versuchstiere fiihrt. Daher wurde
hier die Wirkung einer C5a-Blockade auf den C5L.2-Gehalt neutrophiler Granulozyten von
Tieren mit CLP-induzierter Sepsis (Abb. 12) untersucht. In Ubereinstimmung mit den oben
beschriebenen Ergebnissen (Abb. 11) zeigten die Tiere mit fortgeschrittener Sepsis (24 und
36 h nach CLP) und Behandlung mit dem prdimmunen Antikorper ein zunehmend
schwicher werdendes Signal der C5L2-Bande, das nach 36 h nahezu vollstindig
verschwand (Abb. 12). Im Gegensatz dazu blieb die Bande der Tiere, denen unmittelbar
nach CLP der anti-C5a Antikorper verabreicht wurde, liber den gesamten Verlauf in
nahezu gleicher Intensitdt erhalten (vergleichbar mit den Banden der scheinoperierten
Tiere oder der unbehandelten Kontrollgruppe).

Auch klinisch profitierten die CLP-Tiere mit Sepsis von einer anti-C5a Behandlung. Sie
zeigten wesentlich geringer ausgeprigte klinische Sepsissymptome und eine deutliche
Verbesserung der Uberlebensrate (Abb. 13). Von den CLP-Tieren, die den unspezifischen
Antikorper erhielten, iiberlebten nach 24 h 41% und nach 36 h schlieBlich nur 13% der
Tiere. Unter C5a-Blockade durch den spezifischen Antikdrper konnte ein Uberleben von
70% der CLP-operierten Tiere sowohl nach 24 h als auch nach 36 h beobachtet werden.
Von den scheinoperierten Tieren, die lediglich eine Laparotomie ohne weitere

Manipulation erhielten, iiberlebten erwartungsgeméB alle Tiere.
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Abb. 12: C5L2-Detektion (Western Blot) in Lysaten von neutrophilen Granulozyten von CLP-Ratten
(n=5) mit bzw. ohne C5a-Blockade. Anti-C5a = intravendse Injektion von 400 pg eines anti-CSa
Antikorpers unmittelbar nach CLP; praim. IgG = intravenose Injektion von 400 pg eines prdimmunen
(unspezifischen) Antikorpers unmittelbar nach CLP. Ktrl = Kontrolle; CLP = Caecum-Ligatur und

Punktion ; Schein-OP = Scheinoperation.
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Abb. 13: Uberlebenskurve nach CLP mit bzw. ohne C5a-Blockade (n=12 pro
Gruppe). Anti-C5a = intravendse Injektion von 400 pg eines anti-C5a Antikorpers
unmittelbar nach CLP; pridim. IgG = intravendse Injektion von 400 pg eines
praimmunen (unspezifischen) Antikorpers unmittelbar nach CLP. CLP = Caecum-

Ligatur und -Punktion; Schein-OP = Scheinoperation.

3.3 C5a-induzierte Reduktion von C5L2 nach in vitro Simulation einer Complement-

aktivierung

Um spezifische Effekte von C5a auf das Verhalten von C5L2 zu untersuchen, wurde die
unkontrollierte Complementaktivierung wéhrend der Sepsis in vitro simuliert, indem

neutrophile Granulozyten von Ratten und von gesunden Freiwilligen mit rekombinant
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hergestelltem C5a (bis zu 4 h bei 37°C) inkubiert wurden. Hierbei wurden Konzentrationen

(10 nM) gewihlt, wie sie auch bei Patienten mit Sepsis beschrieben wurden.

Verminderte H,O,-Ausschittung von stimulierten neutrophilen Granulzyten des
Menschen nach C5a-Exposition

Neutrophile Granulozyten (2 x 10%ml) von gesunden Probanden, die in einem
Kurzzeitmedium mit PMA (25 ng/ml, 15 min bei 37°) stimuliert wurden (Abb. 14), zeigten
eine signifikante Steigerung der H,O,-Konzentration im Uberstand der Zellsuspension im
Vergleich zu nicht stimulierten Zellen (Ktrl). Wurden die neutrophilen Granulozyten zuvor
mit C5a (10 nM fiir 1 h) exponiert, so war die Aktivierbarkeit durch PMA deutlich
eingeschriankt. Durch C5a alleine konnte eine geringfiigige Steigerung der H,O,-

Produktion beobachtet werden (Abb. 14).
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Abb. 14: H,0,-Freisetzung von neutrophilen Granulozyten gesunder
Freiwilliger in An- bzw. Abwesenheit von C5a. Der Einfluss von C5a (10 nM,
1 h) auf die Fahigkeit zur H,O,-Ausschiittung wurde sowohl mit als auch ohne
nachfolgende PMA-Stimulation (25 ng/ml, 15 min) gemessen. Ktrl = Kontrolle;
PMA = Phorbol-Myristat-Acetat.

Reduzierter C5L2-Gehalt in Zelllysaten von neutrophilen Granulozyten der Ratte in
Folge einer langer dauernden C5a-Exposition

In der ersten Stunde nach C5a-Exposition dnderte sich der C5L2-Gehalt im Lysat, evaluiert
durch Western Blot Analyse, nur unwesentlich (5, 10, 30, 45 min; Daten nicht gezeigt).
Eine Inkubation von neutrophilen Granulozyten fiir 3 h oder 4 h mit Ratten-C5a (10 nM)
ging dagegen mit einer deutlichen Abschwichung der Bande einher (Abb. 15), im
Gegensatz zu den Lysaten ohne C5a-Exposition (Ktrl 4 h in Abb. 15). Die Western Blot
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3. Ergebnisse

Analyse des Proteins GAPDH (sog. ,,Housekeeping*“-Protein) belegt (Abb. 15 Mitte), dass

jeweils gleiche Mengen der Zelllysate geladen wurden.
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Abb. 15: Western Blot Analyse von Lysaten neutrophiler Granulozyten von
Ratten, die fiir bis zu 4 h mit C5a (10 nM) inkubiert wurden. Die mittlere
Abbildung zeigt die GAPDH-Banden als Marker fiir die Proteinbeladung in
der Western Blot Untersuchung. Unten ist die densitometrische Analyse als
Quotient C5L2/GAPDH dargestellt. Ktrl = Kontrolle; PMN = neutrophile
Granulozyten, GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase.

Zeitabhangiger C5L2-Verlust im Lysat von neutrophilen Granulozyten des Menschen
nach langer dauernder C5a-Exposition

Die oben beschriebenen Ergebnisse wurden auf den Menschen {ibertragen, indem
neutrophile Granulozyten von gesunden Freiwilligen ebenfalls in vitro mit 10 nM
rekombinant hergestelltem C5a (des Menschen) inkubiert wurden. Bei der anschlieBenden
Western Blot Analyse der Zelllysate wurde sorgfiltig auf die Beladung der jeweils
gleichen Proteinmengen (12 pg/Probe) geachtet. Abb. 16A zeigt die mit zunehmender Zeit
abnehmende Intensitit der Bande fiir C5L2 in Anwesenheit von C5a. Dagegen blieb die
Bande der Zellen, die parallel in HBSS ohne C5a inkubiert wurden, auch nach 4 h in

nahezu gleicher Stirke bestehen. Die parallel gemessene Zellvitalitit (mittels Trypanblau
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3. Ergebnisse

Extraktionstest) lag in allen Proben bei >98% (Daten nicht gezeigt). Unter gleichen
Bedingungen wurden zusitzlich neutrophile Granulozyten mit fMLP (Konzentration von
10 uM) inkubiert. In der Western Blot Analyse blieb die Bande fiir C5L2 auch bei ldngerer
fMLP-Inkubation in annidhernd gleicher Intensitét bestehen (Abb. 16B).
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Abb. 16: Western Blot Analyse von Lysaten neutrophiler Granulozyten von
gesunden Freiwilligen, die fiir bis zu 4 h mit C5a bzw. fMLP inkubiert worden
waren. A: Effekt einer C5a-Exposition (10 nM) auf den C5L2-Gehalt. B:
Parallele Inkubation mit fMLP (10 uM). Ktrl = Kontrolle; PMN = neutrophile
Granulozyten; fMLP = N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin.

Reduzierte C5L2-Expression auf neutrophilen Granulozyten des Menschen durch
Cbha-Exposition

In weiteren Versuchen wurden neutrophile Granulozyten von gesunden Freiwilligen mit
CS5a  inkubiert und anschlieBend die  Oberflichenexpression von  C5L2
durchflusszytometrisch untersucht. Bei Inkubation von bis zu 3 h (37°C) konnte nach 1 h
eine tendentielle Reduktion von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten beobachtet werden.

Nach 3 h zeigte sich schlieBlich eine weitere Abnahme der C5L2-Expression im Vergleich
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zur Kontrolle (Abb. 17). Diese Ergebnisse beschreiben eine Verminderung von C5L2 auf
der Oberfldche neutrophiler Granulozyten, die offensichtlich durch eine linger andauernde

Exposition hoher C5a-Konzentrationen induziert werden kann.
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Abb. 17: Durchflusszytometrie von neutrophilen Granulozyten eines gesunden
Freiwilligen nach C5a-Inkubation (10 nM, bis zu 3 h). Die entsprechenden Isotyp
IgG Kontrollen sind jeweils als Einsatz abgebildet. Die Darstellung der Differenz
von anti-C5L2- zur Isotyp-Analyse (unten) verdeutlicht das Ergebnis. Ktrl =

Kontrolle.

Um der Frage des weiteren ,,Schicksals von C5L2 nach Complementaktivierung
nachzugehen, wurde der Uberstand neutrophiler Granulozyten von gesunden Probanden
nach C5a-Exposition (10 nM, bis zu 4 h) auf den C5L2-Gehalt untersucht. Wie in Abb. 18
dargestellt, fanden sich bei der Western Blot Untersuchung des Uberstandes keine

Hinweise auf die Existenz von C5L2 im extrazelluliren Medium.
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Abb. 18: Untersuchung des Uberstandes mit anti-CSL2 im Western Blot
nach Inkubation neutrophiler Granulozyten eines gesunden Freiwilligen

mit C5a (10 nM, bis zu 4 h). Ktrl = Kontrolle.

3.4 Verlust von C5L.2 auf neutrophilen Granulozyten wahrend klinischer Sepsis

Erhéhte C5a-Konzentrationen im Plasma von Patienten mit Sepsis

In den Seren von Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock (n=26) und von
gesunden Freiwilligen (Kontrollgruppe, n=14) wurde die Konzentration des
Complementaktivierungsproduktes C5a mittels ELISA bestimmt. Bei dem untersuchten
Patientenkollektiv wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant erhohte C5a-

Konzentration im Serum gemessen (anndhernd 10-fach hoher; Tab. 2).

Tab. 2: Vergleich der C5a-Konzentrationen im Serum von Patienten mit Sepsis und von

gesunden Freiwilligen.

gesunde Patienten mit statistische
Freiwillige (n=14) |  Sepsis (n=26) Signifikanz
Cb5a-Konzentration
Mittelwert + SEM 1,8+0,2 11,3+2,6 p <0,001
[nM]

Messung mittels ELISA; Mittelwerte + SEM.
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Abschwéchung der H,O,-Produktion von stimulierten neutrophilen Granulozyten bei
Patienten mit Sepsis

Analog zu den in vitro Versuchen (siehe 3.2) wurde die Fihigkeit neutrophiler
Granulozyten, H,O, zu bilden, untersucht. Hierbei wurden neutrophile Granulozyten von
gesunden Freiwilligen (n=14) mit denen von Patienten mit Sepsis (n=26) verglichen. Die
Féhigkeit der Zellen zur Produktion und Freisetzung von H,O, war bei Patienten mit
Sepsis deutlich eingeschriankt (Abb. 19). Die Konzentration von H,O; im Uberstand nach
PMA-Stimulation (25 ng/ml; 15 min) betrug bei Patienten mit Sepsis nur noch weniger als

ein Viertel der Kapazitit intakter Zellen gesunder Freiwilliger.
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Abb. 19: H,0,-Freisetzung neutrophiler Granulozyten von Patienten mit Sepsis
(n=26) und gesunden Freiwilligen (n=14). Die Fahigkeit der Zellen beider
Gruppen zur Produktion von H,0, nach PMA-Stimulation (25 ng/ml, 15 min)
wurde miteinander verglichen. Ktrl = Kontrolle; PMA = Phorbol-Myristat-
Acetat.

Verlust von C5L2 in Lysaten von neutrophilen Granulozyten bei Patienten mit Sepsis
Die beschriebenen FErgebnisse der in vitro- und in vivo simulierten septischen
Bedingungen wurden auf den Menschen iibertragen, indem neutrophile Granulozyten von
10 Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock isoliert und durch Western Blot
Analyse auf ihren C5L2-Gehalt untersucht wurden (exemplarische Darstellung von 6
Patienten in Abb. 20). Hierfiir wurden jeweils gleiche Proteinmengen (12 pg/Probe) von
Zelllysaten elektrophoretisch aufgetrennt und mit anti-C5L2 per Western Blot Analyse
untersucht. Das Lysat von gesunden Freiwilligen (Abb. 20 links) zeigte erwartungsgemal

eine deutliche Einzelbande bei 45 kDa. Im Vergleich dazu erschien die Bande der Zellen
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von Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock weitaus schwicher ausgepragt.
Dabei zeigte sich eine deutliche Reduktion von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten bei
3/4 der Patienten, die den Folgen der Sepsis erlagen, wohingegen alle Patienten, die die
systemische Entziindung iiberlebt hatten, eine nur geringfligige C5L2-Abnahme (6/6)

darboten.

gesunder Patienten mit
Freiwilliger Sepsis

nicht-
[kDa] tiberlebend

tiberlebend

45 o - - | —

anti-C5L2 (Mensch)

Abb. 20: C5L2-Detektion (Western Blot) in Lysaten aus neutrophilen
Granulozyten von Patienten mit Sepsis und eines gesunden Freiwilligen im
Vergleich. Die Gruppe der Patienten wurde weiter in Uberlebende und Nicht-
Uberlebende unterteilt (exemplarisch 3 Patienten pro Gruppe).

Verminderte C5L2-Expression auf neutrophilen Granulozyten wéahrend klinischer
Sepsis

Die C5L2-Expression auf neutrophilen Granulozyten wurde bei insgesamt 14 gesunden
Freiwilligen sowie 23 Patienten mit schwerer Sepsis oder im septischen Schock mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Beim Vergleich zwischen Kontrollgruppe und Patienten
konnte eine signifikant verminderte Vertikalverschiebung der Zellen der septischen
Patienten festgestellt werden. Dieser Verlust von C5L2 wiéhrend Sepsis ist exemplarisch in
Abb. 21A fiir zwei Patienten im septischen Schock dargestellt. Hierbei wies die C5L2-
Expression nicht nur im Vergleich zum gesunden Freiwilligen, sondern auch innerhalb der
beiden Patienten mit Sepsis Unterschiede auf. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der Western Blot Analyse (Abb. 20) zeigte die Originalregistrierung die Tendenz einer
ausgepragteren Rezeptorexpression bei demjenigen septischen Patienten, der iiberlebt hat,
verglichen mit dem nicht-iiberlebenden Patienten, auf dessen neutrophilen Granulozyten
ein nahezu kompletter Verlust von C5L2 beobachtet werden konnte (Abb. 21A).

Abb. 21B fasst die signifikant reduzierte Oberflichenexpression des CS5L2-Proteins

(p<0,01) bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock im Vergleich zur
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Gruppe der gesunden Freiwilligen zusammen. Insbesondere fand sich ein signifikanter
Unterschied im Vergleich von denjenigen Patienten, die ein Multiorganversagen (MOV)
entwickelten zu Patienten ohne MOV (Abb. 21B): wihrend die neutrophilen Granulozyten
von Patienten mit MOV einen nahezu vollstindigen Verlust der C5L2-Expression zeigten,
war die Oberflichenexpression von C5L2 bei Patienten ohne MOV héoher, aber dennoch

vermindert im Bezug auf den Status gesunder Freiwilliger (Abb. 21B).
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Abb. 21: Durchflusszytometrie von neutrophilen Granulozyten von Patienten mit Sepsis
im Vergleich zu gesunden Freiwilligen. A: Exemplarische Darstellung der C5L2-
Oberflachenexpression eines gesunden Freiwilligen (links), eines liberlebenden Patienten
mit Sepsis (Mitte) und eines nicht-liberlebenden Patienten mit Sepsis (rechts) B:
Zusammenfassung der C5L2-Expression (Mittelwerte + SEM) von Zellen gesunder
Freiwilliger (n=14) und von Patienten im septischem Schock (n=26). Innerhalb der

Patienten wurde weiter zwischen der einer Gruppe mit (MOV; n=11) und einer Gruppe

ohne Entwicklung eines Multiorganversagens (kein MOV, n=15) unterschieden.
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4. Diskussion

Nach wie vor ist das Krankheitsbild der Sepsis mit einer hohen Letalitdt behaftet (40-60%
fiir Patienten im septischen Schock) [1]. Obwohl neue Therapieansitze in die Behandlung
der Sepsis Einzug hielten, konnte die Letalititsrate in den letzten 20 Jahren nicht
wesentlich gesenkt werden [55, 61, 65]. In zahlreichen klinischen Studien mit insgesamt
mehr als 20.000 Patienten wurde mit unterschiedlichen Therapieansidtzen versucht, den
,Circulus  vitiosus®“ zwischen zellulirem Trauma und der nachfolgenden
Entziindungsantwort zu durchbrechen [1, 66]. Mit Ausnahme der Gabe von aktiviertem
Protein C bei schwerer Sepsis [3] konnte durch keine dieser Bemiihungen eine statistisch
signifikante Verbesserung der Uberlebensrate bei Sepsis erzielt werden [1]. Offenbar
findet sich bei Patienten mit Sepsis eine sehr viel kompliziertere und vielschichtigere
Pathophysiologie, als dies in den nicht selten mangelhaft entworfenen Sepsis-Modellen
nachgeahmt wurde [78].

Im CLP-Modell, das die immunologischen und molekularen Verhéltnisse bei Patienten mit
Sepsis wirklichkeitsnahe abbildet [16, 62, 83], wurde eine eingeschrinkte C5a-
Bindungskapazitit von neutrophilen Granulozyten mit entsprechend verminderter
Expression des C5aR gefunden [29, 39]. Erst kiirzlich ver6ffentlichte klinische Studien
zeigten auch bei Patienten mit Sepsis eine verminderte Expression von C5aR auf
neutrophilen Granulozyten [22, 70]. Die unkontrollierte, iiberschiissige Bildung von C5a
(,,too much of a good thing* [24]) wihrend Sepsis und der spezifische Verlust des C5a-
Bindungsvermdgens gehen mit einer Beeintrdchtigung der Funktion der neutrophilen
Granulozyten einher [73]. Bisher war fiir das Anaphylatoxin C5a nur ein spezifischer
Rezeptor beschrieben (C5aR). Die bekannten vielseitigen biologischen Effekte von C5a
sowie dessen Degradationsprodukt CSagesarg74 lieBen jedoch die Existenz weiterer
Rezeptoren vermuten. So wurde unlidngst der Complementrezeptor ,,C5a-like* Rezeptor 2
(C5L2) gefunden, der in die Familie der 7-Transmembrandoménen-Rezeptoren
eingeordnet wird [57]. In der bisher bekannten Literatur finden sich {iber C5L2
widerspriichliche Aussagen beziiglich seiner Funktion und der Zellarten, die diesen
Rezeptor exprimieren [47, 58, 59]. Weitgehende Einigkeit herrscht beziiglich des
Vermogens von C5L2, sowohl C5a als auch CSagesarg74 mit gleich hoher Affinitit zu
binden. Im Gegensatz dazu zeigt C5aR eine ca. 100-fach hohere Affinitdt fiir C5a als fiir
CSagesarg74 [9, 58]. Ob C5L2 ein Rezeptor fiir weitere Complementfaktoren (z. B. C3a,
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C3agesarg und C4a) ist, wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert [9, 58]. Mit einer
aktuellen Publikation scheint aber nun gekldrt, dass C5L2 ausschlieBlich C5a und
C5agesarg74 bindet und nicht C3a und C3agesarg [46].

Bereits in den frithen 90er Jahren wurden Rezeptoren beschrieben, die Liganden mit hoher
Spezifitit und Affinitdt binden, aber strukturell oder funktionell nicht in der Lage sind,
intrazelluldre Signalwege zu aktivieren [12, 54]. Verschiedenen ,,Decoy*-Rezeptoren fiir
Zytokine und Chemokine (z. B. IL-10- und TNF-Rezeptorfamilie) wird eine wichtige
Rolle bei Entziindungsvorgingen zugeschrieben [15, 20, 60, 69, 84]. Die biologische
Funktion des neu identifizierten Complementrezeptors C5L2 insbesondere wahrend Sepsis
ist noch nicht gekldrt. Aufgrund bisheriger Erkenntnisse liegt nahe, dass C5L2 als
,Decoy“-Rezeptor fiir aktivierte Complementfaktoren und deren Spaltprodukte fungiert [9,
46, 58]. Eine erst kiirzlich veroffentlichte experimentelle Arbeit sieht dariiber hinaus die
Rolle fiir C5L2 in der Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes der biologischen Antwort
auf C5a [23].

In der vorliegenden Studie zeigten Lysate von neutrophilen Granulozyten sowohl der Ratte
als auch des Menschen in der Western Blot Analyse mit anti-C5L2 eine Bande bei etwa 45
kDa, was im Einklang zu dem berichteten Molekulargewicht des glykosylierten C5L2-
Proteins steht [58]. Wurde der Antikorper gegen C5L2 mit dem entsprechenden Amino-
terminalen Peptid blockiert, war diese Bande (Abb. 9, 10) nicht mehr detektierbar. Dies
legt die Spezifitit der Bande fiir C5L2 nahe. Auch mittels Durchflusszytometrie konnte
gezeigt werden, dass C5L2 auf neutrophilen Granulozyten des Menschen reichlich
exprimiert wird (Abb. 8). Im Widerspruch hierzu konnte in einer anderen Publikation
C5L2 auf neutrophilen Granulozyten nicht erkannt werden [59]. Die Ursache der
diskrepanten Ergebnisse konnte in den Unterschieden der Antikdrperpréparation liegen.
Wihrend in den vorliegenden Versuchen ein hochaffinitits-gereinigter anti-C5L2
Antikorper verwendet wurde, kam in jener Studie ausschlieBlich anti-C5L2 angereichertes,
nicht gereinigtes Serum zum Einsatz [59]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen mit zwei
unterschiedlichen Methoden (Western Blot Analyse und Durchflusszytometrie) deutlich,
dass C5L2 auf neutrophilen Granulozyten exprimiert wird.

Die iiberschiissige Bildung von C5a wiahrend der Sepsis [33, 73] wurde in vitro simuliert,
indem neutrophile Granulozyten mit C5a-Konzentrationen (10 nM) exponiert wurden, wie
sie bei Patienten wihrend systemischer Inflammation in fremden [27, 32, 73] und in

eigenen Messungen (n=26; C5a-Konzentration = 11,3 + 2,6 nM; Tab. 2) gefunden wurden.

40



4. Diskussion

Dabei konnte in der Western Blot Analyse jeweils ein zeitabhingiger, C5a-induzierter
Verlust des zelluliren C5L2-Gehaltes beobachtet werden (Abb. 15, 16A). Die alleinige
Inkubation der neutrophilen Granulozyten in ihrem Inkubationsmedium fiihrte hingegen zu
keiner sichtbaren Abnahme der Bandenstirke, und auch wihrend der Inkubation der Zellen
mit TMLP (Abb. 16B) dnderte sich die Intensitidt der C5L2-Bande zu allen untersuchten
Zeitpunkten nicht wesentlich. Der Verlust von C5L2 scheint daher ein spezifischer Effekt
von C5a zu sein. Um die Expression von C5L2 auf der Zelloberfliche zu erfassen, wurden
neutrophile Granulozyten mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hier konnte nach
Exposition mit C5a ebenfalls eine zeitabhingige Abnahme des Rezeptorproteins auf der
Zelloberflache gefunden werden (Abb.17).

Da sowohl der Oberfliachen- als auch der zelluldre Gesamtgehalt von C5L2 bei langerer
C5a-Exposition abnimmt und eine Internalisierung von C5L2 nach Ligandenbindung - wie
kiirzlich beschrieben - mit nur langsamer Kinetik erfolgt [9, 58], kommt als Ursache der
Reduktion von C5L2 nach Ligandenbindung am ehesten entweder eine Protease-abhéngige
Degradation oder ein AbstoBen des Rezeptors (,,Shedding®) in Frage. So ist z.B. fiir den
heptahelikalen CC-Chemokin-Rezeptor D2 bekannt, dass er nach Bindung seines Liganden
degradiert, ohne jedoch zuvor die klassischen G-Protein gekoppelten Signalwege zu
aktivieren [74]. In vorliegender Studie wurden daher neutrophile Granulozyten von Ratten
in An- bzw. Abwesenheit eines Proteaseinhibitor-Cocktails (Kombination aus Serin-,
Cystein- und Metallo-Proteaseinhibitoren) inkubiert. Ohne Proteasechemmer wurde
konstant deutlich weniger C5L2 gefunden. Dagegen blieb in Anwesenheit der
Proteaseinhibitoren das C5L2-Protein gut detektierbar (Daten nicht gezeigt) [43]. Damit
liegt nahe, dass dem Verlust von C5L2 eine Protease-abhidngige Degradation zugrunde
liegt. In weiteren Versuchen konnte C5L2 nach C5a-Exposition nach unterschiedlich
langen Zeitintervallen im Uberstand der Zellen nicht gefunden werden (Abb. 18). Dies
lasst darauf schlieBen, dass der Rezeptor bzw. der Ligand-Rezeptorkomplex von den
Zellen nicht in groBerem MaB als 16sliche Form sezerniert wird. Moglicherweise wird nach
Bindung von C5a an CS5L2, insbesondere unter den Bedingungen der Sepsis, eine
Oberflichenprotease aktiviert, die eine proteolytische Spaltung der extrazelluldren
aminoterminalen Region des ,,Decoy‘“-Rezeptors zur Folge hat.

Eine kiirzlich erschienene Arbeit von Gao et al. (Hochregulierung von C5L2 wéhrend
Sepsis [23]) steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu vorliegender Studie [43]. Im
Unterschied wurden dort auch Organe auf C5L2-Expression untersucht. Es ist durchaus

denkbar, dass es wihrend der Sepsis zu einer Hochregulierung von C5L2 in verschiedenen
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Organen kommt, wéhrend auf neutrophilen Granulozyten eine Herunterregulierung
stattfindet. Dies wurde z.B. auch fiir den C5aR gezeigt ([64]: Hochregulation von C5aR in
Organen; [22]: Herunterregulation von C5aR auf PMN). Daher liegt die Diskrepanz der
Daten beider Veroffentlichungen insbesondere in der Untersuchung von neutrophilen
Granulozyten mittles Durchflusszytometrie. Jedoch wurde bei der Arbeit von Gao et al.
[23] C5L2 auf neutrophilen Granulozyten von Ratten nach CLP induzierter Sepsis (n=4-6)
analysiert, wihrend hier [43] neutrophile Granulozyten von Patienten im septischen
Schock (n=26) untersucht wurden. Die Vergleichbarkeit ist u. a. deshalb eingeschrénkt,
weil ein Monitoring der CLP-Tiere nicht durchgefiihrt wurde und der Zeitpunkt des
septischen Schocks der CLP-Tiere somit nicht festgelegt werden kann. Eine weitere Rolle
konnte der verwendete Antikorper spielen: in der Studie von Gao et al. [23] wurde anti-
C5L2 Serum verwendet, wohingegen fiir die hier prisentierten Versuche [43] ein
affinititsgereinigter Antikorper fiir Durchflusszytometrie und auch Western Blot Analyse
benutzt wurde. Welchen Einfluss der verwendete Antikorper haben kann, zeigt das weiter
oben angefiihrte Beispiel [59]. Eine Erkldrung fiir die Diskrepanz zwischen Western Blot
Daten [43] (verminderte Darstellung des zelluldren Gesamtgehaltes des C5L2-Proteins
wiahrend Sepsis) und PCR-Daten [23] (verstirkte Expression der C5L2-mRNA wéhren
Sepsis) konnte folgendermafen sein: im Gegensatz zu C5aR wird C5L2 nicht bzw. nur
sehr langsam internalisiert [9] und nach bisherigen Erkenntnissen findet auch kein
»Shedding“ des Rezeptors statt (Abb. 18). Bei der oben erwidhnten mutmallichen
Degradation von C5L2 konnte das Epitop des hier verwendeten Antikorper in der
extrazelluldren (aminoterminalen) Doméane durch proteolytische Spaltung zerstort werden,
so dass das Protein in Western Blot und Durchflusszytometrie vermindert zur Darstellung
kommt. Dies konnte erkldren, dass das intakte CS5L2-Protein wihrend der Sepsis
vermindert ist [43], obwohl die Transkriptionsrate erhoht zu sein scheint [23]. Dies ist
jedoch vorerst spekulativ und muss in zukiinftigen Experimenten mit neuen, selektiven
Antikorpern, die gegen unterschiedliche Regionen von C5L2 gerichtet sind und unter

Verwendung von spezifischen Proteaseinhibitoren geklirt werden.

Nach Bindung von C5a an den ,klassischen® C5aR findet eine ausgepriagte
Phosphorylierung an Serin- und Threoninresten des intrazelluldr gelegenen Carboxylendes
innerhalb von Minuten statt [58]. Dadurch wird eine rasche Internalisierung von ca. 60%
der Oberflichenrezeptoren (und C5a [34]) eingeleitet, die schlieBlich {iber ein

intrazelluldres ,,Recycling nach ungefahr 80-90 min teilweise wieder in die Zellmembran
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integriert werden [5, 8, 56]. Fiir C5L2 ist eine solche schnelle Internalisierung hingegen
nicht beschrieben [9, 58]. Vermutlich ist dies auf eine andere Serin-/Threoninanordnung
im Carboxylende des C5L2-Proteins zuriickzufithren. C5L2 wird somit nach CS5a-
Exposition lediglich an vereinzelten Positionen phosphoryliert [9, 58]. Bisher wurde noch
nicht untersucht, wie sich C5L2 bei ldnger anhaltender in vivo Exposition mit

tiberschiissigem C5a bzw. C5agesarg74 verhdlt.

In weiteren Experimenten wurde der C5L2-Gehalt wihrend der Sepsis auf neutrophilen
Granulozyten von Ratten im CLP-Modell untersucht. Die Sepsis entwickelt sich hier
ausgehend von einem lokalen Trauma mit begleitender Infektion iiber eine Peritonitis und
nachgewiesener Bakteridimie zum Vollbild der polymikrobiellen Sepsis mit weiteren
Komplikationen (MOV) [39]. Wéhrend CLP-induzierter Sepsis zeigten die Tiere einen
zeitabhéngigen (im Verlauf zunehmenden) Verlust von C5L2, insbesondere in der
Spéatphase der Sepsis (Abb. 11, 12), die bekanntermallen mit schwerwiegenden
Organkomplikationen vergesellschaftet ist. Durch Behandlung mit einem anti-C5a
Antikorper [41] oder einem C5aR-Antagonisten [32, 40] konnte in vorausgegangenen
Studien das MOV abgeschwicht werden, wobei iiber einen wirksamen
Rezeptorantagonisten berichtet wurde, dass er zwar C5aR, nicht aber C5L2 in vivo
blockiert [59]. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Blockade von entweder C5a oder
C5aR eine Schutzwirkung wihrend Sepsis beziiglich der Funktion der neutrophilen
Granulozyten sowie der Organfunktionen und eine Verbesserung der Uberlebensrate
erzielt werden kann [14, 40, 39]. Eine C5a-Blockade wéhrend experimenteller Sepsis
konnte einerseits die reduzierte Bindungskapazitit fiir C5a [39] und andererseits den
verminderten Gehalt von C5aR auf neutrophilen Granulozyten [29] wiederherstellen.
Folglich wurde in der vorliegenden Studie die Wirkung einer C5a-Blockade auf den Gehalt
von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten im CLP-Modell untersucht. Der dabei
verwendete anti-C5a Antikorper erkannte als antigene Determinante die mittlere Region
des C5a-Molekiils und erwies sich in fritheren Studien als hoch protektiv [41].

Auch in der vorliegenden Studie war die Uberlebensrate der mit dem anti-C5a Antikdrper
behandelten CLP-Tiere im Vergleich zu Tieren, denen ein unspezifischer Antikorper
(praiimmunes IgG) verabreicht wurde, deutlich verbessert (70% Uberlebensrate gegeniiber
13% nach 36 h; Abb. 13). Neutrophile Granulozyten der CLP-Tiere, denen prdimmunes
IgG injiziert wurde, zeigten einen zeitabhangigen Verlust von C5L2 (Abb. 12). Septische

Tiere, die mit dem anti-C5a Antikorper behandelt wurden, hatten nicht nur wesentlich
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schwicher ausgeprégte klinische Symptome, sondern auch einen gleichsam unverénderten
Gehalt von CS5L2 auf neutrophilen Granulozyten, vergleichbar mit dem von
scheinoperierten Tieren (Abb. 12). Die Ergebnisse der in vivo- sowie auch der in vitro-
Versuche deuten darauf hin, dass wéihrend Sepsis hohere C5a-Konzentrationen iiber einen
langeren Zeitraum zu einem Verlust von C5L2 fiihren. Eine ,,externe* Neutralisierung von
CS5a durch einen spezifischen Antikdrper hélt offensichtlich die CS5L2-Expression auf
neutrophilen Granulozyten aufrecht und ist mit einer verbesserten Uberlebensrate und

Prognose vergesellschaftet.

Um die gefundenen Ergebnisse auf den Menschen zu {ibertragen, wurden schlielich
vergleichende Untersuchungen bei Patienten mit schwerer Sepsis bzw. septischem Schock
durchgefiihrt. Der Patientenauswahl der vorliegenden Studie lagen die gebrduchlichen
Konsensuskriterien zur Definition der Sepsis zugrunde, wie sie von Roger C. Bone et al.
1992 formuliert wurden [6] (s. Anhang 7.1.). Diese Kriterien werden jedoch von Kritikern
als zu unspezifisch fiir die Diagnostik eines SIRS/Sepsis angesehen [77]. Im Jahr 2001
wurden die Sepsisdefinitionen von der ,,International Sepsis Definitions Conference® mit
der Zielsetzung iiberarbeitet, die gegenwartige Vorstellung der Pathophysiologie der Sepsis
einzubeziehen und ein niitzliches Instrumentarium sowohl fiir Kliniker im tédglichen
Umgang mit Sepsis als auch fiir Wissenschaftler bei der Durchfiihrung von Studien zu
schaffen [52]. Diese Klassifikation der Sepsis wurde in Anlehnung an das TNM-System
[17], das sich fiir die Klassifikation maligner Tumore etabliert hat, zur Stadieneinteilung
und Prognosebeurteilung der Sepsis entwickelt. In dieses sog. PIRO-System werden
folgende Faktoren einbezogen: Pradisposition; Ort, Art und Ausdehnung der Infektion
(oder des Insultes); Antwort des Wirtes (,,Host response®); und das Vorliegen von
Organdysfunktionen [52]. Obwohl spezifischer, scheinen diese modifizierten Kriterien in
der Praxis schwerer handhabbar zu sein als die SIRS-/Sepsis-Kriterien von 1992. Das
PIRO-System gilt daher derzeit noch allgemein als unausgereift und wird sich
voraussichtlich erst durch Ergdnzung von neuen Kriterien (z.B. Biomarker) zu einem
»Staging“-System fiir Sepsis entwickeln [52].

Die vorliegende Studie zeigt - begleitet von einer Erhohung der C5a-Serumkonzentration
(Tab. 2) - eine signifikante Verminderung der CS5L2-Expression auf neutrophilen
Granulozyten von Patienten mit septischem Schock im Vergleich zu gesunden Freiwilligen
(Abb. 20, 21). Parallel dazu offenbarten die Zellen der Patienten im Vergleich zur

Kontrollgruppe deutliche Defizite in ihrer Funktion, dargestellt durch die verminderte
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H,0,-Produktion nach PMA-Stimulation (Abb. 19). Einen vergleichbaren Verlust der
,»Oxidative burst“-Antwort zeigten auch die Ergebnisse der in vitro Versuche nach C5a-
Exposition (Abb. 14).

Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass Patienten mit Sepsis, die ldnger als 30 Tage
iiberlebt hatten, tendenziell eine hohere Expression von C5L2 auf neutrophilen
Granulozyten aufwiesen als diejenigen Patienten, die den Folgen der Sepsis erlagen (Abb.
20, 21A). Zusitzlich fand sich bei Patienten, die ein MOV entwickelten, eine signifikant
niedrigere Expression von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu
denjenigen Patienten, die vom MOV verschont blieben (Abb. 21B). Trotz den
Altersunterschieden zwischen beiden Gruppen (Tab. 1B, iiberlebende Patienten 57,4 + 3,9
Jahre, nicht iiberlebende Patienten 70,6 + 2,6 Jahre) fand sich keine signifikante
Korrelation des Patientenalters mit dem SOFA-Score bzw. der Entwicklung eines MOV
(Daten nicht gezeigt). Die Expression von C5L2 scheint jedoch negativ mit dem Auftreten
eines Sepsis-induzierten Multiorganversagens zusammenzuhdngen. Diese Ergebnisse
weisen moglicherweise darauf hin, dass Patienten mit Sepsis mit unveridnderter oder nur
leicht reduzierter CS5L2-Expression in der Lage sind, das im Verlauf der
Entziindungsantwort iiberschiissig gebildete C5a ,,abzufangen®. Insofern verfiigten diese
Patienten in einem Stadium, in dem C5a {ibermiBig produziert wird, die C5aR aber bereits
gesittigt sind [27, 33] und zudem die zellulire Bindungskapazitit aufgrund der
verminderten C5aR-Expression auf neutrophilen Granulozyten reduziert ist [22, 67, 70],
iiber einen zusétzlichen internen ,,Clearance“-Mechanismus. Bei Patienten, bei denen
jedoch die Expression des mutmasslichen ,,Decoy*“-Rezeptors C5L2 wihrend Sepsis stark
vermindert ist, kann massiv erhohtes C5a die fiir den Organismus schéddliche Wirkung
moglicherweise ungehemmt entfalten und das Auftreten der fatalen Folgen (z.B. MOV)
mit verursachen [39]. Dass sich der Verlust von C5L2 (insbesondere in der
Durchflusszytometrie) bei Sepsis deutlicher darstellt als in den in vitro Versuchen (mit
alleiniger C5a-Inkubation) konnte ein Hinweis darauf sein, dass unter den komplexen
Umgebungsbedingungen wihrend Sepsis noch weitere Mediatoren bei der Regulation von
C5L2 eine Rolle spielen. So beeinflusst z. B. auch IL-6 die Expression des ,,klassischen
C5aR wihrend experimenteller Sepsis [67].

Der schiitzende Effekt einer Blockade von C5a im CLP-Modell bei Bewahrung der C5L2-
Expression auf neutrophilen Granulozyten kann als Fingerzeig fiir die zentrale Rolle von
C5aR und C5L2 in der Entwicklung und Progression der Sepsis gewertet werden und riickt

sie zudem in den Focus neuer Behandlungsstrategien. Wie auch schon fiir den IL-1B
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,Decoy“-Rezeptor bei rheumatoider Arthritis postuliert wurde [2], konnte CS5L2 ein
mogliches Ziel fiir gentherapeutische Ansédtze sein. Hochregulierung des ,,Decoy‘-
Rezeptors konnte einen neuen Ansatz in der Behandlung der Sepsis darstellen, indem
durch Steigerung der internen ,,Clearance* verhindert wiirde, dass exzessiv gebildetes C5a
seine ,,dunkle Seite” [80] an den Zielzellen entfalten kann. Die positive Wirkung einer
Blockade der C5a-C5aR-Interaktion in verschiedenen Tierstudien [14, 40, 39] ldsst es
sinnvoll und vielversprechend erscheinen, eine klinische Studie mit Gabe eines anti-C5a
Antikorpers oder eines Rezeptorantagonisten durchzufiihren. Im CLP-Modell zeigte sich,
dass das Uberleben und die Prognose umso besser sind, je frither die C5a-Blockade erfolgt
[41]. Eine vor nicht allzu langer Zeit verdffentlichte Studie unterstreicht die Bedeutung des
frithen Erkennens und Eingreifens: Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock
profitierten offensichtlich von einer frithen zielgerichteten (symptomatischen) Therapie
[68]. Hierfiir miissen die diagnostischen Kriterien durch moglichst spezifische Marker
erginzt und ein System zur Stadieneinteilung etabliert werden [52], um davon ausgehend
je nach Risikoprofil und Stadium verschiedene Behandlungsstrategien verfolgen zu kénnen
[37, 52]. Die Expression von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten wahrend systemischer
Entziindung konnte einen solchen diagnostischen Marker hinsichtlich Prognose und

Schwere der Erkrankung darstellen.
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Das Krankheitsbild der Sepsis mit seiner hohen Letalititsrate stellt trotz neuer
Therapiestrategien ein Hauptproblem der modernen Chirurgie und Intensivmedizin dar.
Die unkontrollierte Aktivierung des Complementsystems wéhrend der Sepsis fiihrt zur
tibermdBigen Bildung des Anaphylatoxins C5a und in Folge zur Funktionsbeeintrichtigung
der neutrophilen Granulozyten als Vertreter der frithen zelluliren Abwehr. Erst kiirzlich
wurde ein neuer Complementrezeptor (,,C5a-like“-Rezeptor 2, C5L2) beschrieben, nach
dessen Interaktion mit C5a offensichtlich keine Signaliibertragung erfolgt und dessen
Funktion weitgehend unbekannt ist.

Daher wurden mogliche Verdnderungen von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten als
Hinweis fiir die Rolle von C5L2 wéhrend der systemischen Entziindungsantwort (in vitro,
wiéhrend experimenteller sowie klinischer Sepsis) ndher untersucht.

Die unkontrollierte Freisetzung von C5a wihrend Sepsis wurde in vitro simuliert, indem
neutrophile Granulozyten mit C5a fiir unterschiedliche Zeitspannen inkubiert wurden. Die
experimentelle Sepsis wurde durch Caecum-Ligatur und anschlieende -Punktion (CLP) in
An- oder Abwesenheit einer CS5a-Blockade induziert. Zudem wurden neutrophile
Granulozyten von Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock mittels Western
Blot Analyse und Durchflusszytometrie beziiglich der C5L2-Expression analysiert.

Die in vitro Exposition neutrophiler Granulozyten mit CS5a hatte eine zeitabhingige
Verminderung der C5SL2-Expression zur Folge. Neutrophile Granulozyten von Ratten mit
CLP-induzierter Sepsis zeigten im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrolltieren im
Zeitverlauf einen deutlichen Verlust von C5L2. Durch C5a-Blockade konnte nicht nur die
C5L2-Expression aufrechterhalten, sondern auch eine verbesserte Uberlebensrate der
septischen Versuchstiere beobachtet werden. In Ubereinstimmung dazu prisentierten
neutrophile Granulozyten von Patienten im septischem Schock (n=26) im Vergleich zu
gesunden Freiwilligen (n=14) eine signifikant verminderte Expression von C5L2. Das
Ausmal} des Verlustes von C5L2 stand dabei in Zusammenhang mit dem Auftreten eines
Multiorganversagens (MOV). Bei Patienten mit MOV fand sich ein nahezu vollstandiger
Verlust von C5L2 auf neutrophilen Granulozyten. Die Ergebnisse liefern Hinweise, dass
C5L2 wihrend der Sepsis einer CS5a-abhidngigen Regulation unterliegt und als sog.
»Decoy“-Rezeptor fiir C5a agiert. C5L2 konnte somit nicht nur Ziel zukiinftiger
immunmodulatorischer Behandlungsstrategien sein, sondern mdglicherweise auch als

diagnostischer Marker der Sepsis und deren Prognose dienen.
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7. Anhang

7.1 Konsensuskriterien zur Definition der Sepsis

Tab. 3: Definitionskriterien fiir SIRS und Sepsis nach Bone et al. [6].

SIRS: mindestens zwei der nachfolgend genannten Punkte miissen erfiillt sein

Hyperthermie oder maximale Kdpertemperatur > 38°C oder
Hypothermie minimale Korpertemperatur < 36°C
Tachykardie maximale Herzfrequenz > 90 Schlidge/min

maximale Atemfrequenz > 20/min oder
Tachypnoe minimaler P,CO, < 32 mmHg oder
kiinstliche Beatmung

Leukozytose oder maximale Leukozytenzahl > 12 G/1 oder
Leukopenie minmale Leukozytenzahl <4 G/1

Sepsis: SIRS + mikrobiologisch nachgewiesene Infektion oder
klinisch gesicherter Infektionsherd

schwere Sepsis: Sepsis + Zeichen eines Organversagens
(mindestens ein Punkt muss erfiillt sein)

minimaler Blut-pH < 7,35 und

Laktazidose maximale Laktatkonzentration > 2 mmol/I

Urinausscheidung < 500 m1/24 h oder
Nierenversagen maximale Kreatininkonzentration >171 umol/l oder
Hiamodialyse bei Niereninsuffizienz

minimaler Quotient: P,0,/FiO2 <200 oder

Lungenversagen maximaler PEEP > 10 cmH,0

maximale Bilirubinkonzentration > 33 pumol/l oder

Leberversagen maximale Konzentration der AST > 25 U/l

Thrombozytopenie minimale Thrombozytenzahl < 50 G/1

septischer Schock: zusitzlich Zeichen des Schocks

systolischer Blutdruck anhaltend < 90 mmHg trotz
addquater Volumensubstitution oder

Hypotension kontinuierliche Gabe vasoaktiver Medikamente, aufler
wenn sie in anderer Indikation verabreicht wurden:
Dopamin > 5 pg/kg x min, Adrenalin, Noradrenalin

Paco, = arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck; Pao, = arterieller Sauerstoffpartialdruck; Fip, = inspiratorische

Sauerstoftkonzentration; PEEP = positiver endexpiratorischer Druck; AST = Aspartataminotransferase
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7.2 SOFA-Score

Tab. 4: SOFA-Score, modifiziert nach Vincent et al. [79]

SOFA Score 1 2 3 4
Atmung: <400 <300 <200* < 100*
P,O,/FiO, [mmHg]
Gerinnung: <150 <100 <50 <20
Thrombozyten [G/1]
L 20 - 32 33-101 102 - 204 > 204
Bilirubin [umol/I]
Dopamin > 5 Dopamin > 15
Hypotension: | Dopamin oder oder
Kreislauf: MAP < 70 ~0<5 Addrenalm <0,1 Addrenahn >0,1
mmHg ng/kg x min oder oder
Noradrenalin < | Noradrenalin >
0,1 pg’kg x min | 0,1 pg/kg x min
Niere:
Kreatininkonzentration | 110 - 170 171 -299 300 - 440 pmol/l |> 440 pmol/l
oder umol/l umol/1 oder oder

Urinausscheidung

<500 ml/d

<200 ml/d

* = mit Beatmungsunterstiitzung

Pao, = arterieller Sauerstoffpartialdruck; Fip, = inspiratorische Sauerstoffkonzentration; MAP = arterieller Mitteldruck
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7.3 Votum der Ethikkommission

UNIVERSITAT ULM

Ethikkommission

Universitat Ulm « Ethikkommission = 85069 Ulm Vorsitzender: Prof. Dr.U.B.Briickner
Sekretariat Frau I. Seitz

Herrm

DOr. med. Markus Huber-Lang Hausadresse: |

Abteilung Chirurgie Il ;E;’g;::ujl‘r’:“ 20 [Oberer Ezelsberg)

Steinhbvelstr. 9 Telefon: (0731) 50-22052
Telefax: (0721) 50-22036

BA075 Ulm Email; ethik-kemmission@rektoramt uni-ulm.de
http: fiwww. uni-ulm.de/ethikkommission

lhr Zaichen Ihre Machricht vem Unser Zeichen Durchwahil Datum

UBB/se. 22052 10.10.2003

nfan die Mitglieder der Ethikkommission der Universitat Ulm

Antrag-Nr. 163/2003 - Complement-Rezeptor Status und Neutrophilendysfunktion wah-
rend dem septischen Schock

Sehr geehrter Herr Kollege Huber-Lang,

bei dem oben genannten Antrag handelt es sich ausschliefilich um wissenschaftliche Untersu-
chungen an Blut zur Bestimmung von Zelloberflichenstrukturen auf weiften Blutkérperchen und
der Funktion von bakterienabtdtenden Eiweilkorpem im Blutserum.

Der fiir die Untersuchungen notwendige Ubersignungsvertrag entspricht den Empfehlungen der
Ethikkommission der Universitat Ulm, Weiterhin geben sowohl die Probanden als auch die Pati-
enten ihr schriftliches Einverstindnis, nachdem sie dber Zweck und Inhalt der Untersuchung
schriftlich informiert wurden.

Damit kénnen wir die Begutachtung durch die Ethikkommission der Universitit Uim mit
einem positiven Votum abschlieBen. Es bestahen keine athisch bagrindbaren Bedenken ge-
gen die Durchfiihrung der Untersuchungen,

Entsprechend der ausschiielilich beratenden Funktion der Ethikkommission betrifft dieses Vo-
tum nur die ethische Beurteilung der Konzeption, der vorgesehenen Methoden, der Durchfih-
rung und Uberwachung des betreffenden Projektes sowie der beabsichtigten Patienten- und
Probandenaufkl&rung. Die &rztliche und juristische Verantwortung verbleibt jedoch ungin-
geschriankt beim Projektieiter und seinen Mitarbeitern.

Fir die Ethikk ission der Universitat Ulm

Prof. Dr.med. U.B. Brickner
Vorsitzender

Mitglieder der Kommission:

Prof. Dr. U.B. Briickner (Vorsitzender), Prof. Dr. J. Fegert, Pfarrer H. Herberg, PD Dr. J. Hégel, Prof. Dr. P.
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7.4 Patienteninformation

ARy

3
E %
oy Universitatsklinikum Ulm
Chirurgische Universitétsklinik Arztlicher Direktor |
Abteilung fir Unfallchirurgie, Prof. Dr. med. L. Kinzl '
Hand- u. Wiederherstellungschirurgie Steinh&velstralte 9, B9075 Ulm

Telefon: 0731/500-27261 I
PATIENTENINFORMATION |

Funktionszustand weiller Blutkérperchen withrend dem septischen Schock |
Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

wir haben wihrend Thres Aufenthaltes auf der Anisthesiologischen Intensivstation Blut abgenommen, um|
den Funktionszustand Threr weillen Blutkérperchen erfassen zu kénnen. Nach schweren Verletzungen
oder grofien Operationen besteht aufgrund einer Beeintrichtigung der Funktion der weifien
Blutkéirperchen die grofe Gefahr, dass sich in verletzten bzw. operierten Organen Bakterien
explosionsartig vermehren kénnen. Reagiert unser Korper auf diese Bakterien iiberschiefiend, so kommt
es zu einer generalisierten Entziindungsreaktion, einer Sepsis. Eine Sepsis ist oft mit dem Versagen von
mehreren Organen (wie z.B. Lunge, Niere, Leber, Herz- Kreislaufsystem) verbunden. Die Sepsis und ihre
Komplikationen fithren trotzt modemer Intensivtherapie héufig zum Tode. .

Daher haben wir eine kleine Menge (insgesamt 15ml) Thres Blutes untersucht, um herauszufinden, ob sich
die weiBen Blutktrperchen von Patienten, die eine schwere Sepsis entwickeln, von weillen
Blutkérperchen gesunder Probanden unterscheiden. Wir bitten Sie hiermit darum, auch die aus Ihrem Blut
gewonnenen Daten in anonymisierter Form in eine Gesamtauswertung einflieflen lassen zu kénnen.

Sie kinnen jederzeit und ohne Angabe von Griinden die Verwertung Ihrer bereits erfassten Resultate
verweigern. Dieser eventuelle Widerruf hat keine Auswirkungen auf [hre weitere Behandlung. -

Versicherung: '
Thnen ist bekannt, daB Sie wihrend der Teilnahme an dem Forschungsprojekt Versicherungsschutz
zenieBen. Es gelten die allgemeinen Haftungsbedingungen.

Einen Schaden, der Threr Meinung nach auf die klinische Priifung zurlickzufiihren ist, melden Sie bitt
unverziiglich dem Priifarzt,

Erreichbarkeit des Priifarztes: )
Sollten withrend des Verlaufes des Forschungsprojektes Fragen auftauchen, so kinnen Sie jederzeit einen
Ansprechpartner unter folgender Telefonnummer erreichen:

Herrn Dr. med. M. Huber-Lang, 0731-500-27350 (privat. 0162-7311928)
Herrn PD Dr. med. F. Gebhard, 0731-500-27352 (privat 0172-7325008)

Frau Prof. Dr. med. H, Suger-Wiedeck, 0731-500-27910 (privat 07302-6242)

Vertraulichkeit/Datenschutz:

Alle Personen, welche Sie im Rahmen dieses Forschungsprojektes betreuen, unterliegen der firztlichen
Schweigepflicht und sind auf das Datengeheimnis verpflichtet. Die Untersuchungsergebnisse werden i
speziellen Laborbiichern ohne Ihre Namensnennung festgehalten. Die Daten sollen in anonymisiertey
Form in wissenschaftlichen Veroffentlichungen verwendet werden.

Fiir Ihre Bereitschaft und Mithilfe danken wir Thnen sehr. |

Ulm, den Name des/der aufklirenden Arztes/Arztin |

Lniversi#@azlirkarm Lm Yorsizender des Aufsehieraes.  Varstend: Prof Or, Richard Mautmann (Ware |, Baden-Wamembergische Bank Uim
Anstalt das OHentichen Feckis  Hans-Jorgen hMaller-brens Praf. Dr. Guide Adler {Stellv.), Alhert Schira, KoM 1101300000, BLE 630 201 30
EAHUL Fresl_ B Pl Gigschsh, Aunva Maris Elmenechink Goerkaaze Ul

Ko.-kr, 106 478, BLY 630 50000
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7. Anhang

7.5 Einwilligungserklarung

RSITH,
_f‘“ T,

Universitatsklinikum Ulm

SEANDE
%t

Chirurgische Universitatsklinik Arztlicher Direktor !
Abteilung fiir Unfallchirurgie, Prof. Dr. med. L. Kinzl
Hand- u. Wiederherstellungschirurgie Steinh&velstrafie 9, 89075 Ulm

Telefon: 0731/500-27261

EINWILLIGUNGSERKLARUNG

Funktionszustand weiller Blutkérperchen wihrend dem septischen Schock

Kann durch die Bestimmung von Complementrezeptoren auf der Oberfliiche von weillen
Blutkérperchen mittels Durchflullzytometrie eine beeintrichtigte Infektabwehr bei -
intensivpflichtigen, postoperativen/postiraumatischen Patienten erfasst werden? !

Inhalt, Vorgehensweise, Risiken und Ziel des obengenannten Forschungsprojektes hat mir |
Dr. .....cocevnee...  ausreichend erklédrt. Ich hatte Gelegenheit Fragen zu stellen und habe
hierauf Antwort erhalten. Ich hatte ausreichend Zeit, mich fiir oder gegen die Teilnahme am
Projekt zu entscheiden.

Eine Kopie der Probandeninformation habe ich erhalten.

Ich willige in die Teilnahme am Forschungsprojekt ein.

(Name des Probanden)

Ort, Datum (Unterschrift des Probanden)

Mit der edv-mifigen Bearbeitung der bei mir im Rahmen des obengenannten Forschungsprojek-
tes erhobenen Daten bin ich einverstanden.

Ort, Datum (Unterschrift des Probanden) |
|
|
|
|

Universitétsklinikurr: Um Vorsitzender des Aufsichisrates:  Vorstand: Prof. Or. Richard Hautmann (Vors.), Baden-Wirttembargische Bank Ulm
Anstait des Offentlichen Rechts  Hans-Jurgen Miller-Arens Prot. Dr. Guido Adler {Stellv.), Albert Schira, Kto-Nr. 1101300000, BLZ 63020130
Sitz Ulm Praf. Or. Peter Gierschik, Anna Maria Eisenschink  Sparkasse Uim

Kto.-Mr. 106 478, BLZ 630 50000
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7. Anhang

7.6 Ubereignungsvertrag
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Universitatsklinikum Ulm

Chirurgische Universitatsklinik Arztlicher Direktor
Abteilung fiir Unfalichirurgie, Prof. Dr. med. L. Kinzl
Hand- u. Wiederherstellungschirurgie SteinhdvelstraRe 9, 89075 Ulm

Telefon: 0731/500-27261

UBEREIGNUNGSVERTRAG

Zwischen der Universitit Ulm, handelnd fiir die Abteilung fiir Unfallchirurgie, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie, vertreten durch Herm Dr. med. M. Huber-Lang, Abteilung fiir
Unfallchirurgie, Hand- und Wiederherstellungschirurgie |

Und Frau/Herr

wird Folgendes vereinbart:

1. Frau/Herr

iibertrigt der Universitdt Ulm das Eigentum an folgendem Koérpermaterial unentgeltlich:

Blut |
2. Die Universitdt wird das Korpermaterial zu wissenschaftlichen Zwecken, insbesondere zur

Bestimmung von Zelloberflichenstrukturen auf weiflen Blutk&rperchen und zur Bestimmung der|
Produktion von bakterienabtitenden Substanzen (Sauerstoffsuperradikale) verwenden.

Eine kommerzielle Verwendung ist ausgeschlossen. Die Anonymitit des Spenders bleibt gewahrt.

Ulm, den
|
|
|
Unterschrift des Patienten/Probanden Unterschrift des Arztes
f
Unneersitdisklindkum Ulm Worsitzender des Aufsichtsrates:  Vorstand: Praf. Dr. Richard Hautmann (Vors ), Baden-Wirttermbergischa Bank Ulm
Anstalt des Offentiichen Rechts  Hans-Jirgen Miller-Arens Prof. Or. Guico Adler (Stellv.), Albert Schira, Kto.-Nr. 1901300000, BLZ 630 201 30
Sitz Ulm Praf. Dr. Pater Gierschik, Anra Masia Eisenschink  Sparkasse Ulm

Kto-Nr. 106 478, BLZ 63050000
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