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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 DENDRITISCHE ZELLEN

Dendritische Zellen sind professionelle antigenprasentierende Zellen. Diese
sternférmigen Zellen wurden bereits im spaten 19. Jahrhundert von Paul
Langerhans, der sie in der Epidermis entdeckte, beschrieben. Er hielt sie damals
fur neuronale Hautzellen. 1973 wurden diese Immunzellen von Steinman und
Cohn in der murinen Milz wieder entdeckt und aufgrund ihrer Morphologie
dendritische Zellen (DC) benannt (Steinman et al. 1973). Sie sind die einzigen
Zellen, welche in der Lage sind, naive T-Zellen zu aktivieren (Steinman et al.
1974) und sind aufgrund dessen und ihrer auf3erst interessanten Aufgaben und
Funktionen nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung.

Treffen dendritische Zellen, bzw. Vorlaufer-DC auf angreifende Pathogene,
werden diese aufgenommen und prozessiert. Sie wandern mit ihnen in die
lymphatischen Organe und initiieren die primare adaptive Immunantwort, indem
sie kostimulatorische Molekile exprimieren und Zytokine sezernieren. Von allen
professionellen APC sind die dendritischen Zellen diejenigen, welche in der Lage
sind, die meisten T-Zell-Antworten zu induzieren. Sie stellen durch die Verbindung
von Antigenprasentation und Phagozytose das Verbindungsglied zwischen der
angeborenen und der erworbenen Immunabwehr dar (Chauvin et al. 2008). Des
Weiteren sind sie bedeutend in der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz
gegenuber Autoantigenen und die Initiatoren spezifischer Immunantworten (Rossi
et al. 2005).

Es gibt weder im humanen noch im murinen System eine allgemein anerkannte
Klassifikation dendritischer Zellen, auch hinsichtlich der Entwicklung und des
Ursprungs der verschiedenen Subpopulationen gibt es diverse Modelle, aber
keine einheitliche Meinung.

Im menschlichen Blut wurden anhand der CD1llc - Expression zwel
unterschiedliche Subpopulationen dendritischer Zellen beschrieben - die
myeloiden CD11c” - DC (mDC) und die plasmazytoiden CD11c - DC (pDC),
welche entweder der myeloiden oder der lymphoiden  Abstammungslinie

entspringen (Penna et al. 2002).
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Die Bildung dendritischer Zellen erfolgt aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark. Die CD34" hamatopoetische Stammzelle
differenziert zur myeloiden (CMP) und lymphoiden Vorlauferzelle (CLP). Aus
diesen entwickeln sich die myeloiden pre-DC1 und die lymphoiden pre-DC2. Nach
Antigenkontakt erfolgt die Reifung und Differenzierung zu myeloiden DC1 und
lymphoiden DC2 (Liu 2001). Durch in vitro-Kultivierung mit GM-CSF und TNF-a ist
es aber auch moglich, aus Vorlauferzellen reife dendritische Zellen zu generieren
(Robinson et al. 1999, Ryncarz et al. 1998).

Aus der CMP entwickeln sich auch spiate CD34'CLA" und CD34°CLA-
Progenitorzellen und differenzieren dann zu CD11c'CD1l1a Langerhans-Vorlaufer,
bzw. CD11cla- interstitiellen dendritischen Vorlauferzellen und migrieren in die
Epidermis, Dermis und ins interstitielle Gewebe. Myeloide DC zirkulieren im
peripheren Gewebe, in den sekundaren lymphatischen Organen und im Blut. Die
Entwicklung bis dahin erfolgt unabhangig von Antigeneinfluss. Kommt es zu
Antigenkontakt wandern die unreifen Langerhans-, bzw. interstitiellen DC in die
Lymphknoten, initiieren die primére Immunantwort (Liu 2001) und sezernieren dort
grof3e Mengen IL-12 (Banchereau et al. 1998).

Kushwah et al. klassifizieren dendritische Zellen in konventionelle und nicht-
konventionelle dendritische Zellen. Die konventionellen DC’s stammen von
gemeinsamen DC-Progenitorzellen und pre-DC-Populationen ab und kénnen
ferner in Wander- und Lymphoide DC’s unterteilt werden. Die nicht-
konventionellen DC’s werden in plasmazytoide DC’s, welche von pre-DC-
Populationen abstammen und in von Monozyten stammende DC’s klassifiziert,
welche in peripheren Geweben zu finden sind (Kushwah et al. 2011).
Plasmazytoide Zellen wurden aufgrund ihrer Morphologie so benannt. Sie machen
nur etwa 0,2-1,5% zirkulierender weif3er Blutzellen aus und sind im Knochenmark,
im Blut, in der Milz, in den Lymphknoten, im Thymus sowie in der Leber zu finden.
Plasmazytoide dendritische Zellen exprimieren, ebenso wie myeloide dendritische
Zellen, MHC-Il (O'Doherty et al. 1994). Des Weiteren ist die Expression der
Oberflachenmarker BDCA2, BDCA4, CD4, CD45RA und CD123 charakteristisch
fur pDC (Romani et al. 2003). Werden pDC viral stimuliert, kommt es zur Sekretion
von IFN-a und IFN-B (Siegal et al. 1999, Cella et al. 1999). Des Weiteren sind sie
in der Lage auch andere Zytokine wie z.B. IL-6, IL-8, IL-12, IP-10 und TNF-a zu
produzieren (Krug et al. 2001b, Hochrein et al. 2002).
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Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometer und monoklonaler, fluoreszenzmarkierter Antikdrper
konnen Differenzierungsantigene (CD = Cluster of Differentation =
,unterscheidungsgruppen®) auf der Zelloberflache nachgewiesen und die
Expression analysiert werden. Nachfolgend sind die von uns untersuchten
Oberflachenmarker kurz beschrieben.

1.1.1 CD14

CD14 ist eine Komponente des angeborenen Immunsystems und wurde 1982 auf
dem Leukozytenworkshop als erster Oberflachenrezeptor beschrieben. Die CD14-
Expression ist auf Monozyten und Makrophagen besonders stark; Neutrophile
Granulozyten exprimieren dieses Oberflachenantigen in wesentlich geringerem
Male.

Das Immunsystem erkennt Bakterien und deren Zellwandkomponenten mittels
verschiedener Rezeptoren. CD14 wurde zunachst als Rezeptor fur LPS Gram-
negativer Bakterien entdeckt. Mittlerweile hat man jedoch herausgefunden, dass
CD14 nicht nur LPS, sondern auch diverse andere mikrobielle Komponenten, wie
z.B. Peptidoglykane (PGN) Gram-positiver Bakterien, Lipoproteine der

Spirochaten und andere erkennen kann (Dziarski et al. 2000).

1.1.2 TLR-2 UND TLR-4

TLR-2 wird hauptsachlich von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen,
TLR-4 von Monozyten und B-Zellen exprimiert. Toll-Like-Rezeptoren spielen eine
wichtige Rolle in der unspezifischen Immunabwehr des Menschen. Sie sind
Mitglieder der TLR (Toll/Interleukin-1 [IL-1]-Rezeptor)- Superfamilie mit
charakteristischen Leuzin-reichen Repeats in der extrazellularen Domane, der
TLR intrazellularen Signal-Domane und ihrer Antwort auf pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMP’s) von Bakterien, Viren und Pilzen (Lowe et al. 2006).
Sie sind essentiell fur die mikrobielle Erkennung von Pathogenen und fur die
Wirtsabwehr. Sie erkennen Bakterien, bzw. deren Zellwandkomponenten und
setzen Signaltransduktionswege in Gang, an deren Ende NF-kB die Transkription
von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-13, IL-6, TNF-a und vor allem IL-8

aktiviert. Ebenso werden kostimulatorische Molekile induziert.



1. Einleitung

1.1.3 CDS83

Das transmembrane Glykoprotein CD83 ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie. Da
seine Oberflachenexpression kennzeichnend fur reife dendritische Zellen ist, wird
er als hochspezifischer Reifemarker fur diese Zellen benutzt (Kretschmer et al.
2009). CD83 wird in dreierlei molekularen Massen exprimiert; 22, 37 und 50 kDa
und das Molekulargewicht ist abhangig von der Glykolisierung. Die 37 kDa-Form
auf Makrophagen und unreifen dendritischen Zellen, reife dendritische Zellen

exprimieren hauptsachlich 50 kDa (Cao et al. 2005).

1.1.4 CD163

CD163, auch als M130 bezeichnet, ist ein Mitglied der SRCR (scavenger receptor
cystein-rich)- Familie und wird auf Zellen der Monozytenlinie exprimiert (Buechler
et al. 2000a). Es scheint eine Schlusselrolle im Wundheilungsprozess, der
Antiinflammation und der Clearance des Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexes zu
spielen. Es gibt eine geloste (sCD163) und eine membrangebundene Form
(mCD163) des CD163.

1.1.5CD1

CD1 sind der dritte Typ Antigen-prasentierender Molekule, welche mit den MHC-
Molekullen der Klasse | und Klasse Il entfernt verwandt sind. Sie wurden erstmals
auf kortikalen Thymozyten beschrieben, mittlerweile hat man aber festgestellt,
dass sie auch auf antigenprasentierenden dendritischen Zellen, aktivierten

Monozyten und B-Zellen exprimiert werden (Gregory et al. 2000).

1.1.6 HLA-DR

HLA-DR stellt ein MHC-Klasse-II-Molekll dar und wird auf antigenprasentierenden
Zellen, aktivierten T-Lymphozyten und B-Zellen exprimiert. Es spiegelt die
Abwehrlage und den aktuellen Status des Immunsystems wieder. Das Resultat
einer zu niedrigen HLA-DR-Expression sind Immunsuppression und eine
reduzierte Immunabwehr. Sind auf den antigenprasentierenden Zellen zu wenig
HLA-DR-Molekule zu finden, kann man davon ausgehen, dass das Immunsystem

nicht ausreichend aktiviert wird.



1. Einleitung

Aufgrund dessen kann die verminderte monozytare HLA-DR-Expression bei
alteren Patienten mit septischem Schock als spezifischer Indikator dienen (Wu et
al. 2008).

1.1.7 CD123

CD123, auch bekannt als a-Untereinheit des Interleukin-3-Rezeptors, ist ein 70-kD
Glykoprotein und Mitglied der Hamatopoietin-Rezeptor-Superfamilie (Rapoport et
al. 1996). Es wird von den meisten myeloiden Zelllinien, von Epithelzellen, Leydig-
Zellen und embryonalen Stammzellen exprimiert. Die a-Untereinheit ist spezifisch
fur Interleukin-3 und bindet IL-3 mit niedriger Affinitat (Sato et al. 1993).
Zusammen mit der gemeinsamen [3-Kette, welche auch den Interleukin-5- und
GM-CSF- Rezeptoren zu Teil ist, bildet er den Interleukin-3-Rezeptor. Durch
Interleukin-3 wird die Differenzierung von pluripotenten Stammzellen zu myeloiden
Progenitor-Zellen reguliert. Auf3erdem stimuliert es die Proliferation aller
myeloischer Zellen (Monozyten, dendritische Zellen, Granulozyten, Thrombozyten
und Erythrozyten). Durch Interferon-y, Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interleukin-1(IL-1)

und Interleukin-6 (IL-6) kann CD123 hochreguliert werden.

1.1.8 HLA-DR'/CD123"

Dendritische Zellen stellen das Bindeglied zwischen dem erworbenen und dem
angeborenen Immunsystem dar.

Im humanen System unterscheidet man derzeit zwei unterschiedliche DC-
Vorlauferzellen: pre-DC1 und pre-DC2. Pre-DC1 differenzieren zu myeloiden DCs
(DC1s) und pre-DC2 zu plasmazytoiden DCs (DC2s) (Grouard et al. 1997).
PDC konnen anhand ihrer HLA-DR*/CD123"-Expression ausgemacht werden.

1.1.9 BDCA-2

BDCs (blood dendritic cells) sind eine kleine Subpopulation von Leukozyten und
sie stellen weniger als 1% der PBMC (peripheral blood mononuclear cells) dar.
BDCA-2, ein neuartiges Typ-ll-Transmembran-Glykoprotein, welches aus 213
Aminosauren besteht und zur Calcium-abhéngigen (C-Typ) Lectin-Familie gehort
(Dzionek et al. 2002) ist auch ein Signalrezeptor (Dzionek et al. 2001). Es besteht
aus einem intrazellularen N-terminalen Ende und nur einer extrazellularen

Erkennungsdomane, welche zur Typ Il C-Typ Lektin-Gruppe gehort (Cao et al.
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2007). Das Molekill ist ein spezifischer Marker der plasmazytoiden dendritischen
Zellen.

1.1.10 CD39

CD39, auch bekannt als Ecto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase 1 oder
E-NTPDase 1 wird hauptséachlich auf aktivierten lymphoiden Zellen exprimiert. Des
Weiteren hat sich herausgestellt, dass CD39 auch auf Subpopulationen aktivierter
NK-Zellen, T-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen und bestimmten T-
Zelllinien exprimiert wird (Maliszewski et al. 1994). Untersuchungen zeigten, dass
das 70-100-kDa Protein zwei potentielle transmembrandse Regionen und ein
hydrophobes Segment innerhalb der extrazellularen Region hat (Maliszewski et al.
1994). Es hydrolisiert Nukleosid-tri- und diphosphate, jedoch keine
Monophosphonukleoside und ist fur die Regulierung des extrazellularen
Nukleosidlevels wichtig. Weiterhin kann man mittels CD39 regulatorische T-Zellen

mit ausgepragter Suppressorfunktion herausfiltern (Mandapathil et al. 2009).

1.1.11 CD64

CD64 ist ein hoch affiner Fc-Rezeptor und wird auf Monozyten, Makrophagen,
Neutrophilen und Eosinophilen Zellen exprimiert (Groselj-Grenc et al. 2008). Nach
Bindung von IgG an FcRI kommt es zur Aktivierung phagozytierender Zellen und
somit spielt es eine wichtige Rolle in der Beseitigung von Antigenen. Durch
inflammatorische Zytokine kann CD64 hochreguliert werden; therapeutisch lasst
es sich durch IFN-y stimulieren. Von der Struktur her unterscheidet FcyRI sich von
den anderen Fc-Rezeptoren, da der extrazellulare Abschnitt nicht durch zwei,

sondern drei Immunglobulin-&hnliche Domé&nen gebildet wird.

1.1.12 CD80 UND CD86

Das Oberflachenantigen CD80 wird von aktivierten B-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert. Es gehort zur B-7-Familie und ist synonym als
B7-1 bekannt. Das Glykoprotein CD86 ist ebenfalls Mitglied der B7-Familie,
welche an die CD28 Rezeptorfamilie auf Lymphozyten bindet und dadurch die
Immunantwort mittels kostimulatorischer und koinhibitorischer Signale reguliert.
Zur B7-Familie gehoéren sieben Mitglieder: B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), ICOS-L
(induzierbarer stimulatorischer Ligand), PD-L1 (programmed death-1 ligand), PD-

6
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L2 (programmed death-2 ligand), B7-H3 und B7-H4. Sie haben extrazellulare IgV
und IgC Doménen, welche den variablen und konstanten Domdanen der
Immunglobuline &hneln und sind transmembran- oder glycosylposphatidylinositol
(GPI) vernetzt (Collins et al. 2005).

1.1.13 PDL-2

Programmed death 1 (PD-1) ist ein kostimulatorisches Molekul, welches
inhibitorisch auf T-Zellen wirkt und dadurch ihre Aktivierung verhindert. Des
Weiteren hat es Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz. Es wird auf
Monozyten, B- und T-Zellen exprimiert und ist aul3erdem Mitglied der CD28-
Familie.

Seine extrazellulare Region ist zu 28% identisch mit CTLA-4 (Tsushima et al.
2003). PD-L2 (programmed death-ligand 2) ist, zusammen mit PD-L1
(programmed death-ligand 1) Ligand fur PD-1. Des Weiteren sind die zwei

Molekule Mitglieder der B7-Familie.

1.1.14 CD40

CD40 gehort zur Familie der “Tumor Necrosis Factor’-Rezeptoren. Es besteht aus
drei Monomeren, welche nach Ligandenbindung trimerisiert werden, wodurch die
intrazellulare SignalUbertragung ausgeldst wird. Es ist ein kostimulatorisches
Protein, welches durch Binden seines Liganden unter anderem Antigen
prasentierende  Zellen aktiviert. CD40 ist ein 48-50 kDa Typ-I-
Transmembranrezeptor, welcher auch eine wichtige Rolle hinsichtlich der B-
Zellentwicklung und des Immunglobulin-Isotypenwechsels spielt (Ren et al. 1994).
Es handelt sich nicht nur um einen B-Zell-Marker, das Molekul wird auch stark auf
basalen Epithelzellen und interdigitierenden Zellen exprimiert. CD40 ist ebenso
auf Makrophagen und follikularen dendritischen Zellen zu finden.  Auch die
meisten B-Zell-Malignome und die meisten epithelialen Tumore exprimieren CD40
(Gordon 1995). Sein Ligand ist CD40L, auch bekannt als CD154, ein 33 kDa Typ-
ll-Transmembranprotein. Der Ligand wurde erstmals auf aktivierten CD 4*-T-
Lymphozyten beschrieben.  Dartber hinaus wird CD154 auch auf B- und T-
Lymphozyten, Monozyten, Endohelzellen, GefaBmuskelzellen, Astrozyten,
Makrophagen und Blutplattchen exprimiert (Schonbeck et al. 2000). Es existieren

noch zwei andere Liganden fiir CD40. Das C4b bindende Protein (Brodeur et al.
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2003) und das 70 kDa Hitzeschockprotein (Hsp 70) (Becker et al. 2002). Die
Interaktion zwischen CD40 und CD40 L ist wichtig hinsichtlich der Ausbildung von
CD 8'-T-GedAachtniszellen gegen Viren (Hernandez et al. 2008).

1.2 HAMOPHAGOZYTISCHE LYMPHOHISTIOZYTOSE

Definition
Die Hamophagozytische Lymphohistiozytose (HLH) ist eine seltene aber
lebensbedrohliche Erkrankung, wahrend welcher es zu unkontrollierter
Hyperinflammation aufgrund von Uberaktivierung von Makrophagen und
Lymphozyten kommt (Bhattacharyya et al. 2008b). Es gibt zwei unterschiedliche
Formen von HLH: die angeborene und die erworbene Form.
Klassifikation der HLH (Bhattacharyya et al. 2008a) (Janka 2007, Janka et al.
2004):
» Angeborene HLH
e Primare HLH/FHL
» Bekannte Gendefekte (Perforin, munc 13-4, Syntaxin 11)
» Unbekannte Gendefekte
¢ Immundefekt-Syndrome
» Chediak-Higashi-Syndrom (CHS)
= Griscelli-Syndrom (GS)
» X-linked lymphoproliferatives Syndrom (XLP)
» Erworbene HLH
e Exogenes Agens (Viren, Bakterien, Toxine)
» |nfekt-assoziiertes hAmophagozytisches Syndrom (IAHS)
¢ Endogenes Produkt (Gewebszerstérung, metabolische Produkte)
e Rheumatische Erkrankungen (Makrophagen-Aktivierungs-Syndrom;
MAS)
e Maligne Erkrankungen
Die primare, autosomal-rezessiv vererbte familidre HLH (FHL) wurde 1952 zum
ersten Mal von Farquhar und Claireaux beschrieben. Sie tritt mit einer Haufigkeit

von 1:50.000 Geburten auf (Henter et al. 1991) und zwar typischerweise wahrend
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der Sauglingszeit oder der frihen Kindheit. Verlauft die FLH unbehandelt, so
betragt die mediane Uberlebenszeit nach der Diagnose weniger als zwei Monate
(Henter et al. 2007).

Die sekundare oder erworbene Form der HLH (sHLH) tritt sowohl bei
Immunsupprimierten als auch bei nicht immunsupprimierten Patienten auf (Henter
et al. 2007) und kann alle Altersgruppen betreffen. Sie ist nicht erblich bedingt und
tritt infektassoziiert auf, d.h. nach Infektionen mit Viren, Bakterien, Pilzen oder
Parasiten. Auch Malignitaten oder deren Therapien (Henter et al. 2007) und

Autoimmunerkrankungen kénnen sHLH triggern.

Diagnostik

Die diagnostischen Kriterien der HLH sind folgende (Henter et al. 2007) :
> Uber 2 7 Tage anhaltendes Fieber

Splenomegalie

Zytopenie (mindestens zwei der drei Zelllinien sind betroffen)

Hypofibrinogenamie und/oder Hypertriglyceridamie

Ferritin = 500ug/I

sCD 25 = 2400 U/ml

Geringe oder fehlende NK-Zell-Aktivitat

vV V.V V V VY

» Hamophagozytose im Knochenmark, Liquor oder Lymphknoten
Sind flinf der acht Kriterien erfillt, gilt die Diagnose HLH als gesichert.
Neben den Kardinalsymptomen Fieber, Hepatosplenomegalie und Zytopenie
kénnen Lymphadenopathien, lkterus oder neurologische Symptome (Ld&hmungen

und Krampfe der Hirnnerven) als Begleitsymptome auftreten (Janka 2007).

Pathophysiologie

Beim Gesunden sind die NK- und zytotoxischen T-Zellen in der Lage, feindliche
Zellen durch zytolytische Granula (Perforin und Granzym) zu zerstéren. Bei HLH-
Patienten ist die zytotoxische Funktion dieser Zellen aber stark beeintrachtigt. Der
Verlust der Zytotoxizitat fuhrt zur unkontrollierten Aktivierung und Proliferation von
zytotoxischen  T-Zellen. Dies  wiederum resultiert in  massiver
Zytokinausschattung, fortwahrender Makrophagenaktivierung und Interleukin-1
(IL-1) und Interleukin-6 (IL-6)-Freisetzung (Bhattacharyya et al. 2008b). Eine

zentrale Rolle Gbernimmt Interferon y (IFN-y) (Jordan et al. 2004, Schneider et al.

9



1. Einleitung

2002), welches zu ausschweifender Makrophagenaktivierung und infolge dessen
zu hochinflammatorischer Multiorganerkrankung fuhrt. INF-y ist bei HLH in viel
hoherer Konzentration nachweisbar als bei Sepsis oder Autoimmunerkrankungen
(Janka et al. 2004).

Fir die klassischen Symptome der HLH (Zytopenie, Koagulopathie, hohe
Triglyceridwerte) sind somit die proinflammatorischen Zytokine verantwortlich.

Therapie

Als erstes gilt es, die UberschieRende Immunantwort gemald dem HLH-2004-
Protokoll (Henter et al. 2007) mit Dexamethason, Etoposid, Cyclosporin A und
gegebenenfalls mit intrathekalem Methotrexat und Kortikosteroiden zu
unterdriicken.

Im Fall der primaren Form der HLH kann nur durch Stammzelltransplantation eine
Heilung erzielt werden.

Bei sekundéarer HLH wird die Grunderkrankung behandelt, oft ist aber auch eine

aggressive immunsuppressive Therapie notwendig.

1.3 SEPSIS

Der Begriff ,Sepsis“ ist kein Terminus der modernen Medizin, sondern wurde
bereits von Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) eingefuhrt. Er leitet sich aus dem
griechischen onmmw (= faul machen) ab. Da der Kenntnisstand Uber
Hygienemalinahmen und Mikrobiologie damals ziemlich mangelhaft war, kam es
aufgrund dessen haufig zu den gefirchteten Wundinfektionen, fur welche die
Wundféaule (Sepsis) verantwortlich gemacht wurde.

Hugo Schottmiller (1867-1936) legte 1914 den Grundstein fur die moderne
Sepsisdefinition: ,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Kdrpers ein
Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den
Blutkreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und
objektive Krankheitserscheinungen ausgelost werden.”

In den 80-er Jahren hat man verstanden, dass Sepsis nicht nur durch einen
Infektionsherd entsteht, sondern dass auch die korpereigene Immunantwort als

Reaktion auf das infektiocse Geschehen eine wichtige Rolle spielt.
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Die 1989 von Roger C. Bone (1941-1997) formulierte Definition von Sepsis ist
auch heute noch gultig: ,Sepsis ist definiert als eine Invasion von
Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der

Reaktion des Organismus auf diese Invasion.”

Definition

Eine genaue und einheitliche Definition von Sepsis war jahrelang sehr schwierig,
da die Vorgénge, welche bei einer Sepsis ablaufen &uf3erst komplex und vielseitig
sind. Auf der internationalen Konsensuskonferenz im Jahre 1992 wurden die
Definitionen und Diagnosekriterien von SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis und

septischem Schock einheitlich definiert (Bone et al. 1992).

SIRS
Ein SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) ist definiert als
systemische Immunantwort ohne Infektion und liegt vor, wenn mindestens zwei
der folgenden Kriterien erfullt sind:
» Korpertemperatur > 38 °C oder<36 ° C
» Tachykardie: Herzfrequenz > 90/min
» Tachypnoe: Atemfrequenz > 20/min oder Hyperventilation (PaCO, < 4,3
kPa, bzw. 32 mm Hg)
> Leukozytose (> 12.000 weiRe Blutkdrperchen/mm?®) oder Leukopenie
(< 4.000/mm® ) oder > 10 % unreife neutrophile Granulozyten im
Differenzialblutbild
SIRS wird durch schwere klinische Insulte, wie z.B. Verbrennungen, Trauma,

Pankreatitis und andere hervorgerufen.
Sepsis

Sepsis ist die systemische Immunantwort auf eine Infektion und liegt vor, wenn

mindestens zwei der oben genannten Symptome vorliegen.
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Schwere Sepsis
Sepsis, assoziiert mit Organdysfunktion, Minderperfusion oder Hypotension. Die
Hypoperfusion kann sich z.B. in Form von Laktoazidose, Oligurie oder akuter

Verwirrtheit auRern.

Septischer Schock
Es liegt eine Sepsis mit Hypotension trotz adaquater Volumensubstitution vor; der
systolische Druck ist < 90 mm Hg oder der systolische Druck fallt > 40 mm Hg des

Ausgangswertes (Bone et al. 1992).

Epidemiologie und Inzidenz der Sepsis

Trotz der grol3en Fortschritte in der Pathophysiologie und groRerer Vielfalt an
Therapieoptionen stellt die Sepsis nach wie vor eine Erkrankung mit hoher
Mortalitat dar. In den letzten Jahrzehnten ist die Inzidenz der Sepsis gestiegen
und liegt bei ca. 3 pro 1.000 Einwohnern im Jahr (Angus et al. 2001). In den USA
konnte man zwischen 1989-2000 einen Anstieg der Erkrankungen um 8,7 %
beobachten. Davon waren Frauen weniger betroffen als Manner (Martin et al.
2003) (Angus et al. 2001) und die Mortalitat war bei farbigen M&nnern am
hochsten.

Laut SepNet (Kompetenznetzwerk Sepsis) erkranken in Deutschland 75.000
(110 von 100.000) Einwohner pro Jahr an schwerer Sepsis, bzw. septischem
Schock und 79.000 Einwohner (116 von 100.000) an Sepsis. Nach dem
Myokardinfarkt und Krebs stellen septische Erkrankungen die dritthaufigste
Todesursache dar. Die Mortalitat der intensivpflichtigen Patienten in Deutschland
liegt bei ca. 20 %.

Auch unter dem o©konomischen Aspekt betrachtet nimmt die Sepsis eine
besondere Stellung ein und stellt eine immense Belastung fir die Gesellschaft dar.
In Deutschland werden die jahrlichen Kosten auf ca. 1,7 Mrd. Euro geschatzt. Dies
entspricht ungefahr 32 % der Kosten, welche fur die deutschen Intensivstationen
aufgewendet werden. Dazu fallen schatzungsweise noch ca. 6,3 Mrd. Euro fur

Arbeitsausfall oder Friihrente an.
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Pathophysiologie

In der Pathogenese der Sepsis ist es sekundar, ob die Infektion bakteriellen,
viralen, fungalen oder parasitaren Ursprungs ist. Primar entscheidend ist das
Ausmald der Abwehrreaktion des Patienten auf den Stimulus. Nach erfolgloser
Abwehrreaktion gegen die ausldsenden Noxen kommt es zur Uberschie3enden
und unkontrollierten Abwehrreaktion. Laut einer paneuropaischen Studie wurden
40 % der Infektionen durch grampositive und 38 % durch gramnegative Erreger
verursacht. Eine Pilzinfektion wurde in 17 % der Falle nachgewiesen (Vincent et
al. 2006). Das Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien bindet an
Lipoplysaccharid-bindendes Protein (LPB) und dieser LPS-LPB-Komplex bindet
an die oberflachlichen CD14-Rezeptoren von Monozyten und Makrophagen
(Wright et al. 1990) (Russell 2006). CD14 erkennt aber nicht nur LPS, sondern
auch diverse andere mikrobielle Komponenten, wie z.B. Peptidoglykane (PGN)
Gram-positiver Bakterien und Lipoproteine der Spirochaten (Dziarski et al. 2000)
(Cohen 2002). Durch die Bindung von Peptidoglykan und LPS an TLR-2 und TLR-
4 wird die intrazellulare Signaltransduktion in Gang gesetzt und es kommt zur
Aktivierung von NF-kB, durch welches wiederum die Transkription
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, Interleukin-13 und des
antiinflammatorischen Interleukin-10 erhéht wird. Die Zytokine induzieren in den
Endothelzellen eine vermehrte Expression von Adhasionsrezeptoren und die
Bindung von Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen und Thrombozyten, welche
als Effektorzellen verschiedene Mediatoren wie Prostaglandine, Leukotriene,
Proteasen und Oxidantien ausschitten. Durch sie werden die Permeabilitdt und
Vasodilatation erhoht, die Gerinnungskaskade wird in Gang gesetzt (Russell
2006). Die proinflammatorischen Zytokine erhthen auch die Stickstoffmonoxid-
Synthese. Stickoxid wirkt als potenter Vasodilatator und fihrt zur arteriellen
Hypotension. Die intravasale Gerinnung, die gestorte Mikrozirkulation, der
intravasale Volumenmangel und arterielle Hypotension beglnstigen die
Entstehung eines Multiorganversagens.

Anders als beim physiologischen Entziindungsgeschehen, bei welchem sich pro-
und antiinflammatorische Zytokine die Waage halten ist, die Sepsis durch Phasen
der Hyper- und der Hypoinflammation charakterisiert, wahrend welchen es zur
Entgleisung der Immunantwort (Immunparalyse) mit lebensbedrohlichen

Verlaufen kommen kann. Wahrend der initialen Phase der Sepsis dominiert der
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Zustand der Hyperinflammation, wahrend welcher es zur verstarkten
Ausschuittung inflammatorischer Zytokine wie IL-1, TNF-a, IFN-y und IL-6 kommt.
Diese massive inflammatorische Reaktion fihrt ohne oder mit unzureichender
Gegenregulation zum klinischen Bild des SIRS (Systemic Inflammatory Response
Syndrome), welche Ischamie mit konsekutiver Organdysfunktion und eventuell
den Tod zu Folge haben kann. Es folgt die Phase der Hypoinflammation und die
Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10. Fallt die antiinflammatorische
Antwort zu heftig aus, so kann sich daraus das CARS (compensatory anti-
inflammation response syndrome) entwickeln, welches durch Immunsuppression,
unzureichende Infektabwehr und Gefal3schadigung gekennzeichnet ist und letzten
Endes auch zu Organdysfunktion und zum Tod flhren kann (Bone 1996, Bone et
al. 1997) (Docke et al. 1997b, Heidecke et al. 1999, Hotchkiss et al. 2001a,
Rittirsch et al. 2008).

Therapie

Die Fokussanierung, welche auch mehrere chirurgische MaRnahmen beinhalten
kann und eine frihzeitige antimikrobielle Therapie, die in den meisten Fallen
zunéachst kalkuliert erfolgt, bilden die kausale Therapie. Supportiv dazu erfolgt eine
Volumensubstitution mit dem Ziel, ein adaquates zellulares O, - Angebot zu
erreichen. Die adjunktiven Therapieansatze sind zahlreich. Dazu gehéren die
Therapie mit Glukokortikosteroiden, rekombinantem Protein C, Antithrombin,
Immunglobulinen, Selen, Ibuprofen, Insulin u.a. Die Behandlung mit aktiviertem
Protein C (Xigris®) ist in Europa bei schwerer Sepsis mit mindestens zwei
Organversagen indiziert.

Weitere Therapieansatze mit hochdosierten Steroiden, PAF-Antagonisten, TNF-a-,
IL-1-, Prostaglandin- und Bradykininhemmern blieben erfolglos (Efron et al. 2003).
Allerdings wurde dadurch verdeutlicht, wie wichtig die frilhzeitige Diagnose der
Sepsis (binnen 6 Stunden) (Russell 2006) und eine unverziglich eingeleitete

Antibiose fiir das Uberleben der Patienten ist.
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1.4 TUMOR

Laut der WHO (Weltgesundheitsorganisation) wird Krebs als ,,... jede Neubildung
in Form eines spontanen, autonomen und irreversiblen Uberschusswachstum von

korpereigenem Gewebe”“ definiert.

Das Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. geben fur das Jahr 2006 ca. 426.800
Krebsneuerkrankungen in Deutschland an, wovon 229.200 Manner und 197.600
Frauen betroffen waren. Die Sterbefédlle fir das gleiche Jahr betrugen bei
mannlichen Patienten 112.438 und 98.492 bei den weiblichen Erkrankten. Wie in
den vergangenen Jahren auch, stand im Jahr 2006 Brustkrebs bei der Frau und

Prostatakrebs beim Mann an erster Stelle der Krebsneuerkrankungen.

Pathophysiologie
Das aktuelle Modell der Kanzerogenese ist ein Mehrstufenmodell:

> Initiation: Es kommt zu Mutationen durch genotoxische Stoffe (,Initiatoren®).
Funktioniert der Reparaturmechanismus nicht, bleiben diese Mutationen
erhalten. Es entstehen potentielle Tumorzellen.

» Promotion: wahrend der Promotion entstehen aus den transformierten
Zellen praneoplastische Zellen, aus welchen sich nach weiterer Entwicklung
Tumoren entwickeln kénnen.

» Progression: es kommt zu irreversiblen aneuploiden

Chromosomenveranderungen.

Tumorzellen sind in der Lage, Wachstumsfaktoren selbst zu produzieren oder
auch ohne Wachstumsfaktoren zu wachsen. Somit besitzen sie die Fahigkeit, sich
so gut wie unbegrenzt teilen zu konnen. Der fir die Apoptose verantwortliche
intrazellulare Signalweg ist bei Tumorzellen sehr haufig defekt und der Kontakt zur
Nachbarzelle, welcher bei gesunden Zellen hemmenden Einfluss auf die

Zellteilung hat, zeigt bei Tumorzellen keinerlei Effekt (Hanahan et al. 2000).
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1.5 FRAGESTELLUNG

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob und wie sich die Subpopulationen
dendritischer Zellen bei den verschiedenen Krankheitsgruppen HLH, Tumor und

Sepsis im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe unterscheiden.

Dazu wurden Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten Blutproben aufbereitet,

einer Immunphanotypisierung unterzogen und analysiert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 PATIENTENGUT

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 49 Blutproben aufbereitet und
gemessen. Davon waren 38 Blutproben von erkrankten Patienten, welche der
Sektion Experimentelle Andasthesiologie Ulm aus der Anasthesiologischen
Intensivstation der Uniklinik UIm oder auswartigen Kliniken zugesandt wurden. Als
Negativkontrolle wurden Blutproben von 11 gesunden Probanden untersucht und

ausgewertet.

Die Einteilung der untersuchten Patientengruppen mit den Diagnosen Sepsis, HLH
und Tumor erfolgte nach den uns mit den Blutproben Gbermittelten Diagnosen.

Tab. 1: Angabe der Patientennummer, der Diagnose, der nach Diagnose eingeteilten
Patientengruppe und des Geschlechts (m = méannlich, w = weiblich).

Patientennummer Diagnose Patientengruppe Geschlecht
9507 Prostata-CA Tumor m
9509 Mamma-CA Tumor w
9646 Mamma-CA Tumor w
9629 Lungen-CA Tumor w
9645 Lungen-CA Tumor W
9506 Glioblastom Tumor w
9520 Mamma-CA Tumor w
9508 Malignes Melanom Tumor w
9616 Thymus-CA Tumor w
9521 Malignes Melanom Tumor m
9647 Nieren-CA Tumor m
9511 Mamma-CA Tumor m
9691 Sepsis Sepsis m
9696 Sepsis Sepsis m
9719 septischer Schock Sepsis w
9794 Sepsis Sepsis w
9751 SIRS-Schock Sepsis w
9795 Sepsis Sepsis m
9720 septischer Schock Sepsis m
9785 septischer Schock Sepsis m
9877 Sepsis Sepsis m
9793 Sepsis Sepsis m
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8951 SIRS-Schock Sepsis w
9867 Sepsis Sepsis m
9612 HLH HLH w
9589 MAS HLH w
9630 HLH/MAS HLH w
9569 HLH/MAS HLH w
9556 MAS HLH m
9688 HLH/MAS HLH m
9690 MAS HLH w
9738 MAS HLH w
9699 HLH HLH w
9643 HLH HLH W
9559 MAS HLH m
9728 HLH/MAS HLH W
9560 MAS HLH w
9539 MAS HLH w
9687 gesund Panel w
9686 gesund Panel m
9782 gesund Panel w
10083 gesund Panel m
10084 gesund Panel w
10119 gesund Panel w
12120 gesund Panel m
12121 gesund Panel w
3773 gesund Panel W
10300 gesund Panel m
10341 gesund Panel m

2.2 BLUTPROBENAUFBEREITUNG

Die Blutproben wurden bis zur Aufbereitung in EDTA - S- Monovetten (2,7 ml; Fa.
Sarstedt) im Kuhlschrank gelagert. Um die Proben zur FACS-Analyse
vorzubereiten, wurden jeweils 50 ul Blut in Falcon-Rdhrchen (5 ml Polystyrene
Round-Bottom Tube; BD Bioscience) pipettiert. Im Anschluss daran wurden je 3 pl
Antikorper dazugegeben. Die Proben wurden gevortext (Vortex-Genie 2; Scientific
Industries) und danach 25 Minuten in Dunkelheit und auf Eis inkubiert. Nach dem
Inkubieren wurde die Probe zur Erythrozytenlyse mit FACS™ Lysing Solution (BD;
1:10 verdunnt) fir ca. 10 Minuten lysiert. Daraufhin wurden die Proben fir 5
Minuten bei 980 rpm zentrifugiert (GS-6R Zentrifuge, Beckman Coulter). Der
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Uberstand wurde abgegossen, resuspendiert und die Proben wurden zwei Mal mit
DPBS (Gibco) gewaschen. AbschlielRend wurden die Proben mit jeweils 50 pl
CellFIX™ (BD Biosciences) fixiert.

Folgende Antikorper wurden verwendet:

Tabelle 2: Antikorper , Klon und Anbieter

Antikorper Klon Hersteller
BD

Mouse IgG1 FITC X40 biosciences
BD

Mouse 1gG2a PE X39 biosciences
BD

CD14 PE M5E?2 biosciences

CD 80 FITC MAB104 Immunotech

CD 86 FITC 2331 (FUN-1) Eilgsciences

CD 39 FITC Al Serotech

CD 40 PE MAB 89 Immunotech

CD 64 FITC 10.1 Immunotech

CD 1a FITC NA1/34 Dako

CD 83 PE HB15a Immunotech

Anti-HLA-DR FITC L243 Eilgsciences

CD 123 PE 7G3 PharMingen

CD 163 FITC 5C6 FAT BMA

TLR 2 FITC TL2.1 eBiosciences

TLR 4 PE HTA 125 Serotech

BDCA-2 FITC AC144 MACS Miltenyi Biotec

PDL2 PE 122 eBiosciences

2.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Messverfahren, bei welchem
suspendierte Einzelzellen an einem fokusierten Lichtstrahl, bzw. Laser
vorbeigefihrt ~ werden und ihre physikalischen Charakteristika Zellgrole,
Granularitdt und die relative Fluoreszenzintensitat simultan gemessen werden.
Durch das Flussigkeitssystem werden die Zellen in das Zentrum des Laserstrahls
transportiert und fokussiert. Die Zellen in der Probenflissigkeit werden durch den
Hullstrom (sheat fluid) mitgerissen und im Zentrum der Messzelle fokussiert
(hydrodynamische Fokussierung). Die Zellen werden nacheinander vom

Laserstrahl getroffen. Pro Zeiteinheit passiert nur eine Zelle den Laser. Die
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fokussierten und getrennten Lichtsignale treffen auf die Detektoren und erzeugen
elektrische Signale, die proportional zur Intensitat des einfallenden Lichts sind.
Diese elektrischen Signale werden dann entweder linear (scatter) oder
logarithmisch (Fluoreszenzen) verstarkt und in digitale Signale umgewandelt. Die
Umwandlung der Signale erfolgt Gber einen Analog/Digital-Wandler.

Die Zellen emittieren dabei abhangig von ihrer Grol3e, Gestalt und spezifischer
Anfarbung charakteristische Lichtsignale, welche mit speziellen Detektoren
gemessen werden.

Die Zellgréf3e kann mit dem Vorwartsstreulicht (FSC) anhand der Lichtbeugung
gemessen werden, welche proportional dazu ist. Gemessen wird in der
Langsachse des einfallenden Lichts.

Mit Hilfe des Seitwartsstreulichts (SSC) wird mittels Lichtbrechung und Reflexion
die Granularitat der Zelle gemessen. Der SSC wird im 90°- Winkel zum
einfallenden Licht gemessen.

Grundlage der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse (FACS-Analyse) ist die Antigen-
Antikdrper-Reaktion, welche die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikérpern
durchgefuhrt wird. In unserem Fall mit FITC (Fluoreszeinisothiozyanat) und PE
(Phycoerythrin). Die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes werden durch den
monochromatischen Laserstrahl angeregt und auf ein héheres Energieniveau
gehoben. Wenn die Elektronen wieder auf ihr Ursprungsniveau zurtickfallen geben
sie Energie ab, die in Form von Photonen mittels Photodetektor gemessen wird.
Die Photonenkonzentration verhalt sich proportional zur Menge der gebundenen
Antikdrper/Zellen.

Eine gleichzeitige Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist moglich,
da die Anregung der Farbstoffe bei gleicher Wellenlange erfolgt, die
charakteristischen Emissionsspektren aber unterschiedlich sind. Somit werden
Uber Spiegel- und Filtersysteme die von jeder Zelle ausgesandten Fluoreszenz-
und Streulichtsignale auf Photoverstarkerrohren geleitet, von Detektoren erfasst
und zur Auswertung auf den Computer tbertragen.

Das FACS-Calibur-Geréat, mit welchem die Proben gemessen wurden, ist mit

einem Argonlaser (488nm) und einer roten Laserdiode (633 nm) ausgestattet.
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Abb. 1. Genereller Aufbau eines Durchflusszytometers.

Mittels Dot Plot (Punktwolken) kann man zwei Parameter auf den X- und Y-
Achsen darstellen. Das ermdglicht die Analyse von Koexpressionsmustern. Jede
Zelle wird durch einen Punkt dargestellt. In unseren Untersuchungen wurden
10.000 Zellen (Total Events) pro Tube analysiert. Durch das Setzen eines Gates
(Analysefensters) kann man eine bestimmte Population eingrenzen, die dann auf
ihre Fluoreszenzen untersucht werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die

Monozytenpopulation analysiert.

a0 1000

Abb. 2. Punktehistogramm: x-Achse = Vorwartsstreulicht, y-Achse = Seitwartsstreulicht, R1 = Lymphozyten, R2
=Monozyten, R3 = Granulozyten.

Pro Zelle werden also vier verschiedene Einzelparameter erfasst:
Vorwartsstreulicht (FSC), Seitwartsstreulicht (SSC), Fluoreszenzsignal 1 (FITC)
und Fluoreszenzsignal 2 (PE).
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Analyse und Auswertung
Far die Analyse und Auswertung wurde die Software CellQuest™ 3.3 (BD)

verwendet.

2.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Fur die statistischen Berechnungen und Diagramme wurde das Programm Graph
Pad Prism, Version 5.0 verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem
nonparametrischen, auf dem Rangplatzprinzip basierenden Kruskal-Wallis-Test
und dem Dunn’s post test. Der Kruskal-Wallis-Test Uberprtft, ob sich die zentralen
Tendenzen (z.B. Mediane) zwischen mehr als zwei Stichproben/Gruppen
signifikant unterscheiden. Die Nullhypothese Hy lautet, dass zwischen den
Gruppen kein Unterschied besteht. Der H-Wert wird als Prifgré3e des Kruskal-
Walllis-Tests berechnet und folgt einer Chi-Quadrat-Verteilung. Ist der errechnete
H-Wert groRer als der H-Wert aus der Chi-Quadrat-Tabelle, so wird die
Nullhypothese verworfen und es besteht somit ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen. Der Dunn’s post test vergleicht die Rangsummendifferenz
zweier Gruppen. Fir jedes Vergleichsgruppenpaar wird: p > 0,05, p < 0,05*%, p <
0,01** oder p < 0,001*** angezeigt. Da unsere Daten auch im Rahmen einer
explorativen Datenanalyse untersucht wurden, wurde ein p-Wert zwischen 0,05
und 0,15 auf einen Unterschied hinweisend gewertet. Zum Ausschluss von
Ausreilern wurde bei auffdlligen Messwerten der Grubb’s Ausrei3ertest
durchgefiihrt. Ein Signifikanzniveau von a = 5% (p-Wert < 0,05) wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 KRUSKAL WALLIS TEST UND DUNN’S MULTIPLE COMPARISON
TEST FUR DIE EINZELNEN MARKER

3.1.1 CD14

Abbildung 3 zeigt den prozentualen Anteil CD214-positiver Zellen im
Monozytengate, welches aufgrund der physikalischen Eigenschaften monozytarer

Zellen gewahlt wurde. Die Hauptfunktion von CD14 besteht darin, den LPS/LPB-

Komplex an die TLR zu prasentieren und damit die Immunantwort zu initiieren.
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Abbildung 3: Prozent CD14-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH [= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]);
obere horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile;

y-Achse: Prozentwert der gated = CD14-exprimierenden Monozyten.
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3. Ergebnisse

Tabelle 3: Prozent CD14-positive Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0047
P <0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 12,96
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
Tumor vs Panel ja**
Sepsis vs Panel ja*
HLH vs Panel ja*

Nur die Auswertung der gesunden Panelblutproben zeigte fast ausschlief3lich
CD14-positive  Zellen im Monozytengate (Median: 93,4%); bei den
Krankheitsgruppen zeigten nicht alle Zellen im Monozytenfenster die lineage-
spezifische Expression von CD14. Die Mediane der Gruppen Sepsis (58,5%),
HLH (73,9%) und vor allem Tumor (54,5%) sind deutlich niedriger als der Median
der Panel-Gruppe. Der ermittelte p-Wert = 0,0047 bestétigt den Unterschied.

3.1.2TLR-2und TLR-4

In den Abbildungen 4 und 5 wurde der prozentuale Anteil der Toll-Like Rezeptoren
2, bzw. 4 in den untersuchten Patientengruppen dargestellt. Bei den Toll-like-
Rezeptoren handelt es sich um wichtige Pathogen-bindende Rezeptoren, welche

bei Infektionen auf Leukozyten starker exprimiert werden.
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3. Ergebnisse

TLR-2 exprimierende Monozyten
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Abbildung 4: Prozent TLR-2-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramme mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH [= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]);
obere horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile;

y-Achse: Prozentwert der gated = TLR-2-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 4: Prozent TLR-2-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0242
P < 0.057? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 9,422
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05
Sepsis vs Panel ja*

Bei Betrachtung der Abbildung 4 erkennt man, dass sie Einzelwerte fir die
untersuchten TLR-2-positiven Monozyten in der Panel-Gruppe bis auf einen Wert
relativ nahe beieinander liegen, wahrend bei den Gruppen Tumor, Sepsis und
HLH eine starke Streuung der Werte zu beobachten ist. Die TLR-2-Expression ist
in der Sepsis-Gruppe deutlich erhoht und hebt sich mit einem Median-Wert von
44,8% deutlich von dem Median der Panel-Gruppe, welcher bei 18,1% liegt, ab.

Dieser Unterschied wird durch den p-Wert = 0,024 untermauert.
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3. Ergebnisse

3.1.21TLR-4

Abbildung 5 zeigt den prozentualen Anteil TLR-4-positiver Zellen im

Monozytengate.

TLR-4 exprimierende Monozyten

Y 40-

T 5

s
°

N

19 304 °

L O

T =

S5 20

L5 7

o5 Aa v

0o

== 104

cE = A

®a

I Dl T g

& 0 L T T
N & Q N
S X S
0@ ®Q6 ‘2‘\/ Q'b('\
R 2

Patientengruppe

Abbildung 5: Prozent TLR-4-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = TLR-4-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 5: Prozent TLR-4-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0095
P < 0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 11,45
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05
Tumor vs HLH ja*
Tumor vs Panel ja*
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3. Ergebnisse

In Abbildung 5 ist zu erkennen, dass die Tumor-Gruppe die breiteste Streuung der
Werte aufweist, wobei der niedrigste Wert bei 0,76% und der hochste Wert bei
33,17% liegt; vier Werte erscheinen deutlich erhoéht. Die Tumor-Gruppe
unterscheidet sich mit einem Median von 6,7% deutlich von der Panel-
(Median: 2,2%) und der HLH-Gruppe (Median: 2,7%). Des Weiteren kann man bei
genauer Betrachtung der Grafik erkennen, dass innerhalb der HLH-Gruppe

mehrere Werte auffallig gering erscheinen.

3.1.3 CD83

In  Abbildung 6 sind die relativen Anteile CD83-positiver Zellen im
Monozytenfenster dargestellt. CD83 gehort zur Ig-Superfamilie und ist unter

anderem ein Marker reifer dendritischer Zellen.
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Abbildung 6: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.
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Tabelle 6: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0614
P <0.05? -
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 7,355
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05

Wie man der Abbildung 6 entnehmen kann, ist die monozytare CD83-Expression
der Gruppen Sepsis, HLH und Tumor im Vergleich zur Panel-Gruppe erhodht. Die
Mediane der Krankheitsgruppen liegen bei ungefahr 0,9% ziemlich nahe
beieinander, der Median der Panel-Gruppe liegt bei 0,3%. Bei Betrachtung der
Grafik fallen auch zwei erhéhte Werte der HLH-Gruppe besonders auf. Der p-Wert
von 0,061 weist auf die Tendenz der Tumor-, Sepsis- und HLH-Gruppe zu

erhéhten Werten im Vergleich zur Panel-Gruppe hin.

3.1.4 CD163

Die folgende Abbildung zeigt den prozentualen Anteil CD163-positiver Monozyten
im Monozytenfenster. CD163 gehort zur SRCR-Familie und ist unter anderem

wichtig fur die Clearance des Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexes.
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Abbildung 7: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hdmophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund)]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 7: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,003

P < 0.057? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 13,91
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
Tumor vs Sepsis jar*

Nimmt man Abbildung 7 in Augenschein, sticht vor allem die Tumor-Gruppe ins
Auge, welche im Vergleich zu den anderen Gruppen eine stark verminderte
CD163-Expression aufweist und bei einem Median von ca. 4% liegt. Die Gruppen
HLH, Panel und vor allem Sepsis (Median Sepsis-Gruppe: 21,2%) weisen eine
hohere CD163-Expression auf, wobei drei erhdhte Werte innerhalb der Sepsis-

Gruppe auffallig hoch erscheinen. Die Analyse der Daten hat einen deutlichen
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3. Ergebnisse

Unterschied zwischen der Tumor- und der Sepsis-Gruppe ergeben; der p-Wert
liegt bei 0,003.

3.1.5 CDla
In der nachfolgenden Abbildung ist der prozentuale Anteil CDla-positiver
Monozyten im Monozytenfenster dargestellt. CDla préasentiert hauptsachlich

hydrophobe Antigene und ist mit den MHC-Molekilen der Klasse | und der Klasse

Il entfernt verwandt.
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Abbildung 8: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.
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Tabelle 8: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,022

P < 0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 9,624
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
Tumor vs Panel ja*

Bei Betrachtung von Abbildung 8 fallt die geringste CD1a-Expression der Panel-
Gruppe mit Werten von 0,7-8,3% auf (Median: 1,5%). Des Weiteren kdnnte man
zwei Untergruppen innerhalb des Panel-Kollektivs vermuten. Der gréf3te
Unterschied ist im Vergleich zur Tumor-Gruppe zu sehen (Median: 7,5 %), was
durch den p-Wert = 0,022 bestéatigt wird. Die Gruppen Sepsis (Median: 4,3%) und
HLH (Median: 4,86%) weisen ahnlich breit gestreute Werte auf und zeigen im
Vergleich zur Tumor-Gruppe keinen so deutlichen Unterschied zur Panel-Gruppe

in der CD1a-Expression auf.

3.1.6 HLA-DR

In Abbildung 9 ist der prozentuale Anteil HLA-DR-positiver Monozyten im
Monozytenfenster dargestellt. HLA-DR présentiert Peptidantigene an CD4" -Zellen
und ist somit fur die Einleitung der spezifischen Immunantwort funktionell von

Bedeutung.
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HLA-DR exprimierende Monozyten
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Abbildung 9: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hdmophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund)]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 9: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0008
P <0.05? Ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 16,68
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05
Tumor vs Panel jax*
Sepsis vs Panel jar**

Betrachtet man Abbildung 9, fallt die verminderte monozytare HLA-DR-Expression
der drei Krankheitsgruppen im Vergleich zur Panel-Gruppe auf, deren Werte bis
auf zwei Ausnahmen ziemlich nahe beieinander liegen (Median: 83,9%). Im
Gegensatz dazu sind die Werte der Gruppen HLH (Median: 60,58%), Sepsis
(Median: 39,53%) und Tumor (Median: 35,5%) breit gestreut.

Differenz ist zwischen der Sepsis- und der Panel-Gruppe ersichtlich und wird

Die grosste

durch den p-Wert (p = 0,0008) untermauert.
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3. Ergebnisse

3.1.7 CD123'/HLA-DR"

Abbildung 10 zeigt den prozentualen Anteil CD123"/HLA-DR*-positiver Monozyten

im Monozytenfenster.
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Abbildung 10: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hdmophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund)]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 10: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,1842
P <0.05? -
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 4,836
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05

Bei rein grafischer Betrachtung der oberen Abbildung féllt das im Vergleich zu den
anderen Gruppen breitere CD123*/HLA-DR*-Expressionsmuster der HLH-Gruppe
auf. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sind statistisch gesehen

jedoch nicht von Bedeutung.
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3. Ergebnisse

3.1.8 BDCA-2

Die untere Abbildung zeigt den prozentualen Anteil BDCA-2-positiver Monozyten
Im Monozytenfenster. BDCA-2 ist ein spezifischer Marker der plasmazytoiden
dendritischen Zellen.
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Abbildung 11: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 11: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,3195
P < 0.05? -
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 3,51
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
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3. Ergebnisse

Bei Betrachtung der Abbildung 11 stechen vor allem die drei erh6hten Werte der
Sepsis-Gruppe ins Auge. Die restlichen Werte der Sepsis-Gruppe uberschreiten,
ebenfalls wie die Werte der Gruppen HLH und Panel, die 6%-Marke nicht. Eine
leicht erhohte BDCA-2-Expression ist in der Tumor-Gruppe zu sehen, welche

statistisch gesehen jedoch nicht ins Gewicht fallt.

3.1.9 CD39

Abbildung 12 zeigt den prozentualen Anteil CD39-positiver Monozyten im
Monozytenfenster. CD39 (auch Ecto-Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolase 1) ist wichtig flr die Regulierung des Nukleosidlevels und der

Thrombozytenaggregation.
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Abbildung 12: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.
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Tabelle 12: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,1318
P <0.05? -
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 5,616
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05

Bei genauer Betrachtung der Abbildung 12 kann man eine erhdéhte monozytare
CD39-Expression aller drei Krankheitsgruppen im Vergleich zur Panel-Gruppe
(Median: 36,6%) erkennen, wobei der Unterschied zur Sepsis-Gruppe (Median:
64,94%) am am deutlichsten ausfallt. Der p-Wert (p = 0,131) weist auf Tendenzen

zu Unterschieden hin, schliesst jedoch signifikante Differenzen aus.

3.1.10 CD64

In Abbildung 13 ist der prozentuale Anteil CDG64-positiver Monozyten im
Monozytenfenster dargestellt. CD64 ist der monomere Fc-Rezeptor, welcher eine
wichtige Rolle in der Beseitigung von Antigenen spielt. Die beiden anderen Fc-
Rezeptoren CD16 und CD32 binden eher Immunkomplexe als monomeres

Immunglobulin.
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CD64 exprimierende Monozyten
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Abbildung 13: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hdmophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund)]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 13: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0101
P <0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 11,33
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05
Tumor vs Sepsis ja*

Bei Betrachtung der oberen Abbildung fallt vor allem die verminderte monozytare
CD64-Expression der Tumor-Gruppe mit sehr gestreuten Werten von 14,8-98,1%
auf, wohingegen in der Sepsis-Gruppe mit Werten von 77,9-99,7% die gréfite
CD64-Expression zu erkennen ist. Der deutliche Unterschied zwischen den beiden
Gruppen wird durch den p-Wert (p = 0,01) belegt.
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3.1.11 CD80

Abbildung 14 zeigt den prozentualen Anteil CD80-positiver Zellen im
Monozytengate, welches aufgrung der physikalischen Eigenschaften monozytarer
Zellen gewahlt wurde.

CD80 gehort zur B7-Familie und reguliert die Immunantwort via kostimulatorischer

und koinhibitorischer Signale.
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Abbildung 14: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hdmophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund)]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 14: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0083
P < 0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 11,76
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
Sepsis vs Panel jar*
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Nimmt man Abbildung 14 in Augenschein, fallt die grossere monozytare CD80-
Expression der Gruppen Tumor, HLH und vor allem Sepsis im Vergleich zur
Panel-Gruppe (Median: 0,9%) auf. Der p-Wert (p = 0,008) belegt den Unterschied
Sepsis vs. Panel.

3.1.12 CD86

Die untere Abbildung zeigt den prozentualen Anteil CD86-positiver Zellen im
Monozytengate. CD86 wird auf den APC exprimiert und ist Mitglied der B7-

Familie. Es vermittelt die fur die T-Zellaktivierung notwendigen kostimulatorischen

Signale.
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Abbildung 15: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.
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Tabelle 15: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,1916
P <0.05? -
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 4,743
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05

Bei Betrachtung von Abbildung 15 féllt eine verminderte monozytdre CD86-
Expression aller drei Krankheitsgruppen im Vergleich zur Panel-Gruppe auf, in
welcher kein Wert unter 47,7% liegt, wahrend in den Gruppen Tumor, Sepsis und
HLH breite Streuungen der Werte zu beobachten sind. Die Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen sind statistisch gesehen jedoch nicht von Bedeutung.

3.1.13 PDL-2
Abbildung 16 zeigt den prozentualen Anteil PDL-2-positiver Zellen im

Monozytengate. PDL-2 ist, zusammen mit PDL-1 Ligand fir PD-1, welches

wiederum inhibitorisch auf T-Zellen wirkt und dadurch ihre Aktivierung verhindert.
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PDL-2 exprimierende Monozyten
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Abbildung 16: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:
y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 16: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,3716
P <0.05? -
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 3,133
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05

In der oberen Abbildung kann man bei rein visueller Betrachtung ftir die Gruppen
Tumor und HLH eine im Vergleich zur Panel- und Sepsis-Gruppe erhdohte PDL-2-
Expression erkennen. Weiterhin sticht in der Sepsis-Gruppe ein hoher 36,5%-Wert
ins Auge; die restlichen Werte (0-2,43%) sind, ebenso wie die Werte der Panel-
Gruppe (0-2,31%), gering. Diese Unterschiede fallen statistisch gesehen jedoch
nicht ins Gewicht (p-Wert = 0,371).
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3.1.14 CD40

In der unteren Abbildung ist der prozentuale Anteil CD40-positiver Zellen im
Monozytengate, welches aufgrund der physikalischen Eigenschaften monozytéarer
Zellen gewahlt wurde, dargestellt. CD40 gehért zur Familie der TNF-Rezeptoren.
Es ist ein kostimulatorisches Molekll welches APC aktiviert und an der Auslésung

der Immunantwort beteiligt ist.
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Abbildung 17: Prozent CD83-positive Monozyten im Monozytenfenster. Scatterdiagramm mit Einzelmesswerten; x-Achse:
Einteilung nach Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH[= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]); obere
horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile:

y-Achse: Prozentwert der gated = CD83-exprimierenden Monozyten.

Tabelle 17: Prozent CD83-positiver Monozyten im Monozytenfenster;

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0255
P <0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 9,301
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
Tumor vs Sepsis ja*
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Bei Betrachtung der Abbildung 17 fallt zum einen die Tumor-Gruppe mit einer
geringeren CD40-Expression (Median: 3,84%) als die Panel-Gruppe (Median:
5,11%) auf. Zum anderen sticht die im Vergleich dazu erhéhte Expression des
kostimulatorischen Molekils CD40 der Gruppen HLH (Median: 5,85%) und vor
allem Sepsis (Median:13,8%) ins Auge. Ein statistisch bedeutender Unterschied
hat sich zwischen den Gruppen Tumor und Sepsis ergeben, was durch den

p-Wert (p = 0,025) untermauert wird.

3.2 RELATIVE ANTEILE VON MONOZYTEN IN DEM UNTERSUCHTEN
PATIENTENMATERIAL

Abbildung 18 zeigt die prozentualen Anteile der durch die Scattereigenschaften

definierten Monozyten in den untersuchten Patientengruppen.
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Abbildung 18: Relativer Anteil der Monozyten; Scatterdiagramme mit Einzelmesswerten; x-Achse: Einteilung nach
Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH [= Hdmophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]);
obere horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile;

y-Achse: Prozentwert der Monozyten.
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Tabelle 18: Relativer Anteil der Monozyten.

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert 0,0277
P < 0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 9,122
Dunn's Multiple Comparison-Test p <0,05

Die monozytaren Zellen sind bei Sepsis und HLH im Vergleich zur Tumor- und
Panel-Gruppe vermindert. Die Mediane der Tumor- und der Panel-Gruppe liegen
relativ nahe beieinander (Median Tumor-Gruppe: 5,2%; Median Panel-Gruppe:
5,7%) und innerhalb der Sepsisgruppe fallen bis auf eine Ausnahme die
geringsten Werte auf. Eine breite Streuung der Werte kann in der HLH-Gruppe

beobachtet werden.

3.3 RELATIVE ANTEILE VON LYMPHOZYTEN IN DEM
UNTERSUCHTEN PATIENTENMATERIAL

In der unteren Abbildung ist der relative Anteil der Lymphozyten der

Krankheitsgruppen Sepsis, HLH, Tumor sowie der Panelgruppe dargestellt.
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Abbildung 19: Relativer Anteil der Lymphozyten; Scatterdiagramme mit Einzelmesswerten; x-Achse: Einteilung nach
Patientengruppe (Tumor, Sepsis, HLH [= Hamophagozytische Lymphohistiozytose], Panel [=gesund]);

obere horizontale Balken: 75% Percentile; mittlere horizontale Balken: Median; untere horizontale Balken: 25% Percentile;
y-Achse: Prozentwert der Lymphozyten.

Tabelle 19: Relativer Anteil der Lymphozyten.

Ergebnisse des Kruskal-Wallis- und des Dunn’s Multiple Comparison- Tests.

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert < 0,0001
P <0.05? ja
H-Wert (Kruskal-Wallis statistic) 22,05
Dunn's Multiple Comparison-Test p < 0,05
Tumor vs Panel ja*
Sepsis vs Panel jar*
HLH vs Panel ja*

Der Lymphozytenanteil variiert bei Patienten mit Tumoren zwischen 2,39% und
28,3% (Median: 9,5%). Bei Patienten mit Sepsis und im septischen Schock ist der
Anteil der Lymphozyten von allen nuklearen Zellen am Geringsten. HLH-Patienten
zeigen z.T. hohe, aber auch sehr niedrige Lymphozytenanteile. In der Panel-

Gruppe wurden zwei Untergruppen identifiziert, die sich im Lymphozytenanteil
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unterscheiden. Alle drei Krankheitsgruppen unterscheiden sich signifikant von der

Panel-Gruppe, am deutlichsten ausgepragt ist der Unterschied allerdings
zwischen der Sepsis- und der Panel-Gruppe.
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4. DISKUSSION

4.1 CD14

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten bei Tumor, HLH und Sepsis eine im
Vergleich zur Panel-Gruppe verminderte CD14-Expression. Des Weiteren wurde
festgestellt, dass monozytare Zellen bei Sepsis und HLH im Vergleich zu
Tumorpatienten und zur Panel-Gruppe vermindert zu sein scheinen. Dies wirde
die Ergebnisse der Arbeitsgruppen von de Werra und Heinzelmann bestatigen.
Heinzelmann et al. stellten fest, dass die CD14-Expression bei Sepsis abnimmt
und dass diese mit dem Outcome der Patienten korreliert (Heinzelmann et al.
1996). De Werra et al. sind nach ihren Untersuchungen unter anderem zu dem
Ergebnis gekommen, dass die Anzahl zirkulierender Monozyten und die
monozytare CD14-Expression bei Patienten mit septischem Schock signifikant
geringer ist (de Werra et al. 2001).

Die Schlussfolgerung von Schaaf et al. nach ihren Untersuchungen ist, dass fir
septische Patienten eine erhdohte monozytare CD14-, TLR-2- und TLR-4-
Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen charakteristisch ist. Den
letalen Ausgang sehen sie mit einer Herabregulierung der monozytaren TLR-2-
und CD14-Expression assoziiert, dieses wiederum in Korrelation mit einer
reduzierten Zytokininduzierbarkeit. Ihren Ergebnissen nach wird angedeutet, dass
CD14 und TLR-2 eine Schlusselrolle hinsichtlich der monozytaren
Hyporesponsivitat wahrend schwererer Sepsis zukommt (Schaaf et al. 2009).
CD14 ist unter anderem Rezeptor fur LPS, Peptidoglykane gram-positiver
Bakterien, Lipoproteinen von Spirochaten und anderen mikrobiellen Bestandteilen
(Dziarski et al. 2000). Man unterscheidet zwischen einer I6slichen (sCD14) und
einer membrangebundenen (MCD14) Form. MCD14 ist ein 53 kD Glykoprotein,
welches durch Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Membran verankert ist.
Das Molekulargewicht des sCD14 st aufgrund seiner verschiedenen
Ursprungsorte variabel (48-, 53-, 55 kD). Beide Formen haben Rezeptorfunktion
fur LPS (Viriyakosol et al. 2000) und sind Zielmolekul daftr (Gupta et al. 1996).
Die CD14-Expression ist auf Monozyten und Makrophagen besonders stark; auf
Neutrophilen Granulozyten ist die Expression vergleichsweise zehnmal niedriger.

Die Hauptaufgabe von CD14 liegt in der Prasentation des LPS an die ,Toll-like“-
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Rezeptoren. Durch die TLR’s wird dann das Signal an die Zelle vermittelt, die
Entzindungskaskade in Gang gesetzt.

CD14 ist also von entscheidender Bedeutung fur die LPS-vermittelte
Zellstimulation (Haziot et al. 1988) und somit nicht nur ein Reifemarker fir
Monozyten, sondern auch Endotoxin-/LPS-Rezeptor. Da eine transmembrantse
Region fehlt, kann CD14 die Signale nicht selbst vermitteln.

CD14 und TLR-2 scheinen eine Schlusselrolle beim septischen Geschehen zu
spielen und werden in Zukunft sicherlich noch genauer analysiert werden. Vor
allem CD14 konnte als mdoglicher therapeutischer Ansatzpunkt und Indikator far
das klinische Outcome eine grof3e Rolle spielen.

4.2 TLR-2 UND TLR-4

Unsere Datenauswertung ergab eine deutlich erhohte TLR-2-Expression der
Sepsis-Gruppe im Vergleich zur Panel-Gruppe, was auch durchaus logisch
erscheint, da es sich bei den Toll-Like Rezeptoren um pathogenspezifische
Marker handelt. Dieses Ergebnis wirde die Untersuchung von Johnson et al.
stitzen. Die Arbeitsgruppe hatte festgestellt, dass bei Patienten mit bakteriell
bedingter Sepsis TLR-2 hochreguliert wird (Johnson et al. 2007). Auch Harter et
al. stellten bei humaner Sepsis eine erhdhte TLR-2 und TLR-4-Expression auf
Neutrophilen und Monozyten fest (Harter et al. 2004).

Hinsichtlich der TLR-4-Expression konnten wir einen deutlichen Unterschied
zwischen der Tumor-Gruppe und der HLH-, bzw. der Panel-Gruppe feststellen.
Erstaunlicherweise war der prozentuale Anteil TLR-4-positiver Monozyten
innerhalb der Sepsis-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen nicht
signifikant erhoht, obwohl es sich bei TLR-4 um einen pathogenspezifischen
Marker handelt. Dies wiederum koénnte mit der schon erwdhnten verminderten
CD14-Expression bei Sepsis im Zusammenhang stehen.

Es qilt schon lange als gesichert, dass die chronische Entziindung mit der
Karzinogenese und der Tumorprogression im Zusammenhang steht. Kelly et al.
haben die TLR-4-Expression der epithelialen Krebszellen des Ovars untersucht
und sehen den TLR-4 -Signalweg als Verantwortlichen fiir die Ausschiittung
grol3er Mengen proinflammatorischer Zytokine, durch welche das Tumorwachstum
und die Paclitaxel-Chemoresistenz beginstigt werden (Kelly et al. 2006).

Tumorzellen scheinen in der Lage zu sein das Immunsystem so zu beeinflussen,

48



4. Diskussion

dass jene Zytokine produziert und ausgeschuttet werden, welche das
Tumorwachstum und Metastasierung begiinstigen (Chen et al. 2007).

TLR-2 und TLR-4 sind essentiell fir die mikrobielle Erkennung von Pathogenen
und fur die Wirtsabwehr. Sie erkennen Bakterien, bzw. deren
Zellwandkomponenten und setzen Signaltransduktionswege in Gang, an deren
Ende NF-kB die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen aktiviert.
Ebenso werden kostimulatorische Molekule induziert.

TLR-2 wird hauptsachlich von Zellen myeloiden Ursprungs (Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen) exprimiert und wurde zunéachst als
Zellaktivierungsrezeptor fur Gram-negative LPS (Lipopolysaccharide) identifiziert.
Mittlerweile hat man jedoch erkannt, dass er vor allem Rezeptor fir Gram-positive
Bakterien, Mykobakterien, Mykoplasmen, Spirochaten, Lipoteichonsaure,
Lipoprotein aus der Zellwand und Zellmembrankomponenten ist (Dziarski et al.
2000) (Faure et al. 2001). Somit Ubernimmt es eine Schlisselrolle in der
Erkennung von Bestandteilen Gram-positiver Bakterien.

Beide, sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien aktivieren
folgenden Signalweg: TLR-2 — MyD88 — IRAK — TRAF — NIK — IKK — NF-kB,
durch welchen dann die Transkription des Interleukin-8 (IL-8)-Gens induziert
wird. Somit stellt TLR-2 einen funktionellen Rezeptor fir Gram-positive als auch
Gram-negative Bakterien dar und induziert die Aktivierung von IL-8 (Dziarski et al.
2000).

TLR-4 spielt als Rezeptor fir Gram-negative Bakterien eine entscheidende Rolle
und wird auf Monozyten und B-Zellen exprimiert. FlUr die Erkennung von LPS sind
jedoch noch drei weitere Molekile notwendig - LPS-Binde-Protein (LBP), CD14
und MD-2. Durch LPB, eine Lipidtransferase, wird der Transfer von LPS von der
aul3eren Bakterienmembran zu CD14 katalysiert. Dann prasentiert CD14 LPS dem
TLR-4/MD-2-Rezeptorkomplex (Miyake 2006). Der mCD14-TLR-4-mMD-2-
Komplex ist dann in der Lage das Aktivierungssignal des LPS uber die
intrazellulare Domane des TLR-4 zum Zytosol zu tbermitteln (Ohnishi et al. 2007).
MD-2 bindet auch mit TLR-2, die Bindung ist jedoch schwacher als mit TLR-4
(Dziarski et al. 2000). Untersuchungen haben ergeben, dass durch Interleukin-2
(IL-2) die TLR-4-Expression der peripheren Monozyten zunimmt, die TLR-4-
Expression der peripheren B-Zellen durch IL-2 jedoch nicht beeinflusst wird.

Gegensatzlich ist auch, dass IL-4 die TLR-4-Expression auf Monozyten herab
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reguliert, auf B-Zellen die Expression durch Interleukin-4 jedoch steigt (Mita et al.
2002). Die Aktivierung von TLR-2 und TLR-4 resultiert in einer erhohten
Produktion proinflammatorischer Zytokine einschlie3lich TNF-a und IL-6, welche

fur Sepsis charakteristisch sind (Skinner et al. 2005).

4.3 CD83

Die Analyse unserer Daten zeigte eine bei Tumor, Sepsis und HLH im Vergleich
zur Panel-Gruppe leicht erhéhte monozytare CD83-Expression. Bei einem

p-Wert = 0,061 kann man jedoch nur von Tendenzen zu Unterschieden sprechen.

Die leicht erh6hte CD83-Expression bei Sepsis konnten dadurch erklart werden,
dass durch Lipopolysaccharide (LPS) eine verstarkte Expression von CD83 auf
dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen induziert werden kann (Cao et
al. 2005).

Lundell et al. haben eine in vitro Studie durchgefihrt und das Nabelschnurblut
Neugeborener untersucht. Dendritische Zellen waren in der Lage, sowohl sCD83
als auch sCD14 nach Stimulation mit grampositiven und gramnegativen Bakterien
zu induzieren. Monozyten induzierten nur sCD14, vor allem nach Stimulation mit
den grampositiven C. perfrigens oder S. aureus. Des Weiteren hat die Lundell-
Arbeitsgruppe herausgefunden, dass die allergische, durch Birken ausgeldste
Th2-Differenzierung durch sCD14 und sCD83 inhibiert wird, indem die IL-13
Produktion und Expression unterdrtickt wird (Lundell et al. 2007).

Lange Zeit galt CD83 als hochspezifischer Reifemarker fir dendritische Zellen. Da
CD83-Expression sowohl im Gehirn, als auch auf Thymusepithelzellen festgestellt
werden konnte, zeigt allerdings, dass seine Expression nicht nur flr dendritische
Zellen spezifisch ist. (Kretschmer et al. 2009). In diversen Studien wurde in vivo
und in vitro die Expression von CD83 auf verschiedenen Zelltypen, wie aktivierten
T-und B-Lymphozyten, regulatorischen T-Zellen, aktivierten Makrophagen,
Neutrophilen und einer Subpopulation regulatorischer NK-Zellen festgestellt.
(Kretschmer et al. 2009). Bestandig wird es jedoch nur auf aktivierten

dendritischen Zellen exprimiert.
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4.4 CD163

Unsere Untersuchungen ergaben den deutlichsten Unterschied in der
monozytaren CD163-Expression zwischen der Tumor-Gruppe, welche die mit
Abstand geringsten Werte aufwies und der Sepsis-Gruppe, fir welche die
hochsten Werte kennzeichnend waren. Die CD163-Expression kann durch
Glukokortikoide (Hogger et al. 1998) (Zwadlo-Klarwasser et al. 1990),
antiinflammatorische Mediatoren (Buechler et al. 2000b) und durch ein
chronisches Entziindungsgeschehen (Topoll et al. 1989) erhéht werden. Sowohl
diese Tatsache, als auch eine Hamorrhagie kdonnten eine mogliche Erklarung fur
die erhohten Werte der Sepsis-Gruppe sein. Hogger et al. haben festgestellt, dass
die Proliferation aktivierter T-Lymphozyten durch sCD163 gehemmt werden kann
(Hogger et al. 2001). Dies kénnte neben der Lymphozytenapoptose eine weitere
Erklarung fur den verminderten Lymphozytenanteil bei Sepsis sein.

Da das Hamoglobin in freier Form starke toxische Wirkung hat, muss es zu
Bilirubin und Eisen metabolisiert werden. Es wird von Haptoglobin gebunden und
zu den Makrophagen transportiert. Der Ligand fir CD163 ist der Hamoglobin-
Haptoglobin-Komplex. Weder Haptoglobin alleine, noch Hamoglobin zeigen grol3e
Affinitat um CD163 zu binden. Da der Komplex jedoch mit hoher Affinitat anbindet
und eine hohe endozytische Kapazitat besitzt, wird angenommen, dass CD163 fir
die Clearance des Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexes aus dem Blut
verantwortlich ist (Schaer et al. 2006). Somit trdgt CD163 wesentlich zur
Entgiftung von Hamoglobin bei, welches in freier Form aufgrund oxidativer
Eigenschaften des Eisens der Hamgruppe stark toxische Wirkung hat.
SCD163 wird auf einen inflammatorischen Reiz hin exprimiert und ist in hohen
Konzentrationen bei Entzindungen nachweisbar. Daraus ergibt sich seine
antiinflammatorische  Bedeutung und aufgrund seiner Rolle eines
inflammatorischen Mediators wird sCD163 bei Entziindungen herangezogen. Z.B.
ist sCD163 bei Patienten mit  rheumatischer  Arthritis  erhoht.
MCD163 wird nicht nur auf reifen Monozyten und Makrophagen, sondern auch auf
monozytdren Leukamiezellen exprimiert. Das kann man sich bei der
Immunphanotypisierung und der Untersuchung, ob es sich um histiozytische
Lymphome, myeloide Leukamie oder Myelodysplasie handelt zu Nutze machen
(Davis et al. 2005). CD163 mRNA und die Proteinexpression wird durch
Lipopolysachharide (LPS), IFN-y und Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) herab
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reguliert; Interleukin-6 (IL-6) und das antiinflammatorische Zytokin Interleukin-10
(IL-10)  induzieren CD163 mRNA in mononukledren Zellen stark.
Die Immunsuppressiva Cortisol und Cyclosporin A beeinflussen die CD163
MRNA-Expression nicht signifikant, wohin gegen Dexamethason die CD163
MRNA stark induziert (Buechler et al. 2000a).

4.5 CD1A

Bezuglich der monozytaren CDla-Expression konnte ein deutlicher Unterschied
zwischen den Panel- und den im Vergleich dazu deutlich erh6hten Tumor-Werten
festgestellt werden. Adachi et al. haben die CD1la-Expression in PEComas
untersucht. PECome stellen eine Gruppe benigner und maligner mesenchymaler
Tumoren dar, fur dessen Grofdteil eine Expression melanozytarer (HBM-45
und/oder Melan A) und muskularer Marker (Aktin (SMA) und /oder Desmin)
charakteristisch ist. Von den neunzehn untersuchten PEComas wiesen achtzehn
eine SMA und HMB-45-, und sechzehn eine Melan A-Expression auf. Im
Gegensatz dazu wurde auf allen neunzehn Tumoren eine CDla-Expression
festgestellt. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass CDla als sensitiver
PEComa-Marker eingesetzt werden kénnte (Adachi et al. 2008).

In weiteren Studien wurde eine hohe Zahl CD1a* Zellen in malignen Neoplasien
mit einer gunstigeren Prognose, verminderter Tumorrekurrenz und weniger
Metastasen in Verbindung gebracht (Becker 1992, Inoue et al. 1993).

Von Hillenbrand et al. wurde die CD1a-Zelldichte von Brustkrebs im Vergleich zu
gesundem Gewebe untersucht und das Ergebnis war eine signifikant gro3ere
CDla-Zelldichte im Tumorgewebe als im gesunden Gewebe (Hillenbrand et al.
1999). Die CDla-Expression scheint vom funktionellen Status dendritischer Zellen
abhangig zu sein, da die CDla-Expression wahrend Antigenaufnahme hoch und
wéahrend der Antigenprasentation vermindert ist (Moulon et al. 1991). Weshalb die
antitumorale Immunantwort unzureichend ist, wurde bislang noch nicht geklart und
es gibt viele Mechanismen die erklarend dafur sein kénnten. Fest steht, dass
CDla bei Tumoren verstarkt exprimiert wird, unabh&ngig davon welchen
Ursprungs der Tumor ist. Ob diese verstarkte Expression bei Tumoren auch im
Zusammenhang mit der Prasentation von Lipidantigenen steht, ist nicht zu

beantworten.
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CD1a ist ein antigenprasentierendes Molekdl, welches mit den MHC-I und MHC-II-
Molekullen entfernt verwandt ist. Im Gegensatz zu klassischen MHC-I-Molekulen,
welche Peptide prasentieren, prasentieren diese hauptsachlich hydrophobe
Antigene (Raftery et al. 2008). Sie binden Lipidantigene, prasentieren diese den T-
Zellen und induzieren somit eine T-Zellantwort. Beim Menschen existieren vier
Isoformen des CD1-Molekils, die in zwei Gruppen aufgeteilt sind: Gruppe |
bestehend aus CD1a, CD1b und CD1c. Gruppe Il bestehend aus CD1d (Lawton et
al. 2004).

CDla ubernimmt die Rolle eines koakzessorischen Molekils in der Super-
Antigen-induzierten T-Zell-Aktivierung und ist in der Lage, Aktivierungssignale
durch die Monozytenmembran zu Ubermitteln (Gregory et al. 2000). CD1b und
CD1c wirken als antigenprasentierende Molekile, da sie in der Lage sind
mykobakterielle Lipidkomponenten an CD4~ CD8" aB-T-Zellen zu prasentieren
(Porcelli et al. 1992)(Beckman et al. 1994, Beckman et al. 1996). Laut Gregory et
al. ist CDla in die durch bakterielle SAG ausgeloste T-Zellaktivierung und
Immunantwort beteiligt (Gregory et al. 2000).

4.6 HLA-DR

Die Analyse unserer Daten zeigte eine verminderte monozytidre HLA-DR-
Expression bei Tumor und vor allem bei Sepsis im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.
Somit scheint die antigenprasentierende Funktion dendritischer Zellen bei diesen
Patienten stark eingeschrankt zu sein. Es gilt schon lange als gesichert, dass die
HLA-DR-Expression mit dem Outcome und dem Gesundheitszustand septischer
und schwer traumatisierter Patienten im Zusammenhang steht. Die Ergebnisse
von Lin et al. zeigten bei septischen Patienten eine signifikant verminderte
monozytare HLA-DR-Expression und eine Tendenz zu verminderten CD14-
exprimierenden Monozyten. Des Weiteren war auch die Gesamtzahl der T-Zellen
deutlich vermindert (Lin et al. 1993). Von Dbécke et al. wurde gezeigt, dass eine
langer als funf Tage andauernde, abnehmende HLA-DR-Expression auf
Monozyten mit schwerer Sepsis einhergeht (Docke et al. 1997a). Hershman et al.
untersuchten die HLA-DR-Expression auf Monozyten bei Traumapatienten.
Patienten mit komplikationslosem Verlauf und schneller Genesung hatten nach
einer Woche einen normalen HLA-DR-Expressionswert. Bei Patienten die eine

schwere Sepsis entwickelten, dauerte es drei Wochen bis der HLA-DR-Wert auf
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Ausgangsniveau war und bei Patienten mit negativem Outcome kehrte der HLA-
DR-Wert gar nicht auf Normwert zurtick (Hershman et al. 1990). Die HLA-DR-
Expression korreliert mit dem klinischen Verlauf und die Messungen ermdglichen
es, Patienten mit hohem Risiko eines schweren Verlaufs und letalen Ausgangs zu
ermitteln (Hershman et al. 1990).

Die MHC-Klasse-lI-Molekile Ubernehmen eine zentrale Rolle in der
Immunantwort. Sie prasentieren den T-Helfer-Zellen Peptidantigene und nehmen
an der Selektion der T-Lymphozyten teil (Abdulkadir et al. 1995). Durch Interferon-
y kann die HLA-DR-Expression gesteigert werden und in einigen Klasse-ll
negativen Zellen sogar ihre Expression induzieren. So kdnnen auch andere
Zelltypen, wie Typ | Astrozyten, vaskulare Endothelzellen, glatte Muskelzellen und
Fibroblasten MHC-II nach Stimulation mit Interferon- vy, Interleukin-5 und
Interleukin-10 exprimieren (Grimm et al. 2002). Auch in neoplastischen Zellen
unterschiedlichen histologischen Ursprungs wurde eine haufige Expression
beobachtet (Lee et al. 1999).

Die antigenprasentierende Funktion von Monozyten kann anhand der HLA-DR-
Expression ermittelt werden. Kommt es zum Zustand der Immunparalyse, so kann
das erworbene Immunsystem nicht aktiviert werden, die zellvermittelte T-
Lymphozytenabhangige Immunantwort findet nicht statt. Somit kénnte die gezielte
Beeinflussung der HLA-DR-Expression zukiinftig von grosser Bedeutung sein und
eine zentrale Rolle fur ein positives Outcome bei schweren immunpathologischen

Umstanden spielen.

4.7 CD123

CD123, auch bekannt als a-Untereinheit des Interleukin-3-Rezeptors, ist ein 70-kD
Glykoprotein und Mitglied der Hamatopoietin-Rezeptor-Superfmilie (Rapoport et
al. 1996). CD123 wird von den meisten myeloiden Zelllinien, von Epithelzellen,
Leydig-Zellen und embryonalen Stammzellen exprimiert. Die a-Untereinheit ist
spezifisch fur Interleukin-3 und bindet IL-3 mit niedriger Affinitat (Sato et al. 1993).
Zusammen mit der gemeinsamen [3-Kette, welche auch den Interleukin-5- und
GM-CSF- Rezeptoren zu Teil ist, bildet er den Interleukin-3-Rezeptor. Durch
Interleukin-3 wird die Differenzierung von pluripotenten Stammzellen zu myeloiden
Progenitor-Zellen reguliert. AuRerdem stimuliert es die Proliferation aller

myeloischer Zellen (Monozyten, dendritische Zellen, Granulozyten, Thrombozyten
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und Erythrozyten). Durch Interferon-y, Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interleukin-1(IL-1)
und Interleukin-6 (IL-6) kann CD123 hochreguliert werden.

4.8 HLA-DR'/CD123"

Nach Auswertung der Ergebnisse konnten keine deutlichen Unterschiede
hinsichtlich der HLA-DR'/CD123"-Expression zwischen den Gruppen Tumor,
Sepsis, HLH und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Des Weiteren waren
auch keine Tendenzen zu erhdhten oder verminderten Werten ersichtlich.
Plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) kénnen anhand ihrer HLA-DR*/CD123"-
Expression ausgemacht werden. Sie sind vor allem in der T-Zellzone der
Lymphknoten um die hochendothelialen (postkapillaren) Venolen zu finden
(Grouard et al. 1997)(Cella et al. 1999). Nach viraler Stimulation sind sie in der
Lage Thl-induzerende Zytokine wie IL-12 und IFN-a zu sezernieren (Grouard et
al. 1997)(Cella et al. 1999). Cella et al. demonstrierten, dass pDC nach
Stimulation mit CD40-Ligand oder dem Influenzavirus groRe Menge IFN Typ-I
produzieren (Cella et al. 1999). Des Weiteren reagieren pDC nach Stimulation mit
CPG-ODN mit hoher IFN Typ-I-Produktion (Krug et al. 2001a).

4.9 BDCA-2

Bezlglich der BDCA-2-Expression konnten zwischen den Gruppen Sepsis, HLH,
Tumor und Panel weder signifikante Unterschiede, noch Tendenzen zu
Unterschieden festgestellt werden. Zusammenfassend kann man somit sagen,
dass die Analyse unserer Daten keine signifikanten Expressionsverdnderungen
der pDC-spezifischen Marker HLA-DR*/ CD123" und BDCA 2 bei Sepsis, Tumor
und HLH im Vergleich zurPanel-Gruppe ergeben hat.

Das Zelloberflachenprotein BDCA-2 wird auf pDC (plasmazytoiden dendritischen
Zellen) exprimiert (Jaye et al. 2006) (Dzionek et al. 2002) und ist der spezifische
Marker fur diese Population. BDCA-2 reguliert die Funktion der pDC und bildet
einen Komplex mit FceRly. Dadurch wird ein neuartiger, einen dem B-Zell-
Rezeptor-Signalweg &ahnlicher Signalweg aktiviert, um die immunologischen
Funktionen der pDC zu regulieren (Cao et al. 2007). Die Bindung an BDCA-2
hemmt die Induktion der IFN-a/B-Synthese der PDC’s. Insofern man die pDC-
Produktion von Interferon a/f bei SLE (Systemischer Lupus Erythematodes) als

grodten pathophysiologischen Faktor betrachtet, kénnte man das Triggern von
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BDCA-2 als therapeutischen Ansatzpunkt zur Unterbindung der Interferon-o/B-
Produktion bei den an SLE Erkrankten werten (Dzionek et al. 2001).

4.10 CD39

Im Ramen unserer Untersuchungen konnte eine erhOhte monozytare CD39-
Expression bei Sepsis und HLH im Vergleich zu den Gruppen Tumor und Panel
festgestellt werden, allerdings nur tendenziell, nicht signifikant. Diese tendenziell
erhohte CD39-Expression kdnnte dadurch erklart werden, dass CD39 durch seine
antiinflammatorischen Eigenschaften bei Inflammation vermehrt exprimiert wird,
was bei Betrachtung der Pathophysiologie der Sepsis und HLH auch logisch
erscheinen wirde.

Die Ergebnisse einer Studie von Dwyer et al. deuten darauf hin, dass mittels
CD39 in Verbindung mit CD73 regulatorische T-Zellen von anderen ruhenden oder
aktivierten T-Zellen klar unterschieden werden konnen (Dwyer et al. 2007).
Darlber hinaus stellt CD39 einen integralen Bestandteil des suppressiven
Mechanismus regulatorischer T-Zellen dar, indem es den perizellularen
Adenosinlevel reguliert (Deaglio et al. 2007).

CD39 st ein Mitglied der eNTPDase-Familie und seine Aktivitat hangt von der
Glykolisierung ab (Hicks-Berger et al. 2000). Es spielt auch eine Rolle in der
Thromboregulierung, indem es das prothrombotische ADP metabolisiert. Dieses
Ectoenzym ist Ca2" und Mg?*- abh&ngig und gegeniiber Enzyminhibitoren, auf die
die anderen ATPasen empfindlich reagieren nicht sensibel (Kaczmarek et al.
1996). AuRerdem ist dieses Molekul Marker fur EBV (Epstein-Barr-Virus)
transformierte B-Zellen (Wang et al. 1996).

4.11 CD64

Unsere Ergebnisse zeigten vor allem bei Tumorpatienten eine verminderte
monoytdre CD64-Expression. In der Sepsis-Gruppe hingegen konnte die grof3te
CD64-Expression beobachtet werden. CD64 wird wahrend Sepsis und einer
Infektion unter dem Einfluss inflammatorischer Zytokine quantitativ hochreguliert
und daher unter anderem zu diagnostischen Zwecken in der Neonatologie
herangezogen (Bhandari et al. 2008). Man hat auch festgestellt, dass die CD64
Expressionsdichte bei Erwachsenen SIRS- und Sepsis-Patienten hoher ist als die

CD64-Expression auf Neutrophilen bei SIRS- Patienten ohne Sepsis (Groselj-
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Grenc et al. 2008). Danikas et al. untersuchten die CD64-Antigenexpression auf
PMN’s und Monozyten bei Patienten mit schwerer Sepsis. Sie stellten bei
Patienten mit positivem Outcome eine deutlich verstarkte CD64-Expression im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auf beiden Zellpopulationen fest. Es war
hingegen kein Unterschied in der CD64-Expression auf PMN’s und Monozyten
zwischen Patienten mit letalem Ausgang und der Panel-Gruppe zu erkennen.
Somit ergibt sich eine vorteilhafte Korrelation zwischen positivem Ausgang und
verstarkter CDG64-Expression beider Zellpopulationen. Weiterhin stehen laut
Danikas et al. auch die phagozytische Aktivitat der Neutrophilen mit der CD64-
Expression auf Monozyten und PMN’s in Korrelation (Danikas et al. 2008).

Li et al. haben bei Uber zweihundert Patienten mit der Diagnose SLE die FcyR-
Expression untersucht. Sie fanden heraus, dass die CD64-Expression
zirkulierender Monozyten bei SLE-Patienten signifikant erhoht ist, vor allem bei
zusatzlicher Lupus-Nephritis. Im Rahmen ihrer Untersuchungen wurde auch
Uberpruft, welchen Einfluss die Kortikoidtherapie bei SLE auf die FcyRI-
Expression hat. Patienten, die <40 mg Prednison pro Tag verabreicht bekamen
wiesen keine Expressionsunterschiede im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
auf. Dahingegen wurde die tagliche Einnahme von 240 mg Prednison mit
verminderter CD64-Expression assoziiert (Li et al. 2009).

Monozyten exprimieren drei verschiedene Fc-Rezeptoren fur IgG: FcyRI (CD64),
FcyRIl (CD32) und FcyRIll (CD16). Durch die Interaktion dieser Rezeptoren mit
dem Immunglobulin werden wichtige Prozesse wie Phagozytose, Endozytose, die
antikdrperabhangige zellvermittelte  Zytotoxizitat (ADCC), die Ausschittung
inflammatorischer Mediatoren und die verstarkte Antigenprésentation getriggert
(van de Winkel et al. 1993). Die Expression aller drei Rezeptoren und die durch
IFN-y-induzierte verstarkte CD64-Expression werden durch IL-4 negativ
beeinflusst. Auch die zytotoxische Aktivitat humaner Monozyten wird durch IL 4
herabgesetzt (te Velde et al. 1990).

Die Mechanismen, welche fir die breite Streuung und deutlich verminderten
Werte der Tumor-Gruppe verantwortlich sind, sind noch unklar und es bedarf

weiterer Untersuchungen.
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4.12 CD80 UND CD86

Die Analyse unserer Daten hat vor allem bei Sepsis eine erhéhte CD80-
Expression im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ergeben. Bezliglich der CD86-
Expression wurden fir die Gruppen Sepsis, HLH und Tumor weder signifikante
Unterschiede, noch Tendenzen zu Expresionsunterschieden festgestellt. Diese
unterschiedlichen Expressionsmuster wirden die Ergebnisse von Nolan et al.
bestétigen in welchen sie zu dem Schluss kommen, dass die monozytare CD80-
und CD86-Expression wahrend des septischen Geschehens unterschiedlich
reguliert wird. Die Sepsis wird mit einer deutlich erhéhten CD80-Expression
assoziiert, wahrend die CD86-Expression herab reguliert wird (Nolan et al. 2009).
Dass CD80 eine wichtige Rolle in der Regulierung tddlicher Inflammationen
zukommt wird gestitzt durch die Tatsache, dass das CD80-Level direkt mit dem
SOFA score (Sequential Organ Failure Assesment) und dem Auftreten des
Schocks korreliert. Von ebenso grof3em Interesse war die umgekehrte Korrelation
zwischen den CD86-Levels und dem SOFA score, und zwar dahingehend, dass
die Minderung von CD86 mit Mortalitat, der Zunahme intensivpflichtiger Tage und
einer erhdhten Schockwahrscheinlichkeit assoziiert ist. Des Weiteren wird fir
CD86 durch die negative Assoziierung von mit zirkulierenden IL-10- und IL-6-
Levels eine mdgliche direkte antiinflammatorische Rolle angedeutet. CD86
scheint eine protektive Rolle zu spielen und anhaltende CD86-Expression scheint
mit begunstigtem Outcome zu Kkorrelieren. Der Mechanismus, welcher zur
Minderung der CD86-Expression fiuhrt bleibt jedoch nur teilweise verstanden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die CD28-CD80-Interaktion in der
akuten Phase der Sepsis und des septischen Schocks eine zentrale Rolle spielt
und das Outcome entscheidend mit beeinflusst (Nolan et al. 2009). Somit kdnnte
CD80 als therapeutisches Ziel in der zuklnftigen Sepsistherapie wohl eine
wichtige Rolle spielen.

Die Zelloberflachenproteine CD80 und CD86, welche zur B7-Familie geh6ren und
sich strukturell &hneln, interagieren mit der CD28-Rezeptor-Familie auf
Lymphozyten und regulieren die Immunantwort via kostimulatorischer oder
koinhibitorischer Signale; ihre Liganden sind CD28 und CTLA-4. Diese werden
auf regulatorischen T-Zellen exprimiert (Zheng et al. 2004). Die Wechselwirkungen
zwischen B7-CD28 spielen eine unentbehrliche Rolle hinsichtlich der Entwicklung

und Erhaltung von regulatorischen T-Zellen (Wang et al. 2004). Der Signalweg B7-
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1/B7-2:CD28/CTLA-4 ist aul3erst wichtig, da es durch CD28 zur erhdhten T-Zell-
Aktivierung kommt, wohingegen CTLA-4 die T-Zell-Antwort herab reguliert
(Buhlmann et al. 2003), (Greenwald et al. 2005). Nach Interaktion mit CD28
kommt es zur T-Zellaktivierung via CD3/T-Zell Rezeptorkomplex (Azuma et al.
1993). Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Balance zwischen
stimulatorischen und inhibitorischen Signalen nétig ist fur eine effektive
Immunantwort und Immuntoleranz (Greenwald et al. 2005). Aul3erdem haben
neuere Untersuchungen gezeigt, dass CD80 als induzierbarer Regulator des
glomerularen Filterapparates in der Niere wirkt. Die Expression wird durch LPS
induziert und B7-1 wird als neue Spleiss-Variante von Podozyten exprimiert
(Greenwald et al. 2005). Die Wechselwirkung zwischen CD80 und CD86 mit CD28
wahrend T-Zell-Aktivierung erhdht die Zytokinproduktion, die Proliferation und
verlangert die Lebensdauer der T-Zellen. Im Gegensatz dazu wird die
Zytokinproduktion, die Proliferation und der Zellzyklus bei Interaktion von B7-1 und
B7-2 mit CTLA-4 gehemmt (Bennett et al. 2003). Folglich ist ein Gleichgewicht
zwischen den aktivierenden und hemmenden Signalen notwendig um eine
effektive Immunantwort entwickeln zu konnen, ebenso ist es von NoOten um
Autoimmunerkrankungen vorzubeugen (Bennett et al. 2003).

Die Wechselwirkung zwischen CD28/B7 vermittelt Ko-Stimulation und steigert
signifikant die T-Zell-Antwort. Im Gegensatz dazu ist das Resultat der Interaktion
von CTLA-4 mit B7 eine herabgesetzte T-Lymphozyten-Aktivitat und Regulierung
der Immunantwort (Fife et al. 2008).

CD86 wird auf dendritischen Zellen, B-Gedachtniszellen, auf Makrophagen und
auf B-Zellen der Keimzentren exprimiert. Es reguliert zusammen mit CD80 die T-
Zell-Aktivitat und Toleranz. B7-2 ist, ebenso wie B7-1 ein Typ | Glykoprotein.
Seine Bindungsaffinitat fir CD28 ist hoher als fir CTLA-4, wohingegen CD80 die
Bindung an CTLA-4 préaferiert. CD86 spielt eine wichtige Rolle hinsichtlich der
Einleitung der Immunantwort und der Autoimmunitat (Kapsogeorgou et al. 2008).
Man nimmt an, dass der CD86-Polymorphismus einen atiologischer Faktor in der
Entwicklung von Asthma und allergischen Erkrankungen darstellt (Corydon et al.
2007).

Wie schon beschrieben, werden beide kostimulatorischen Molekile via CD28
stimuliert, wohingegen CTLA4 in der Lage ist sowohl als stbchiometrischer
Inhibitor der CD28-CD80/CD86-Bindung zu fungieren, als auch direkt
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immunsuppressive Signale in dendritischen Zellen zu induzieren (Orabona et al.
2004).

4.13 PDL-2

Die Untersuchung der monozytdren PDL-2-Expression hat weder deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, noch Hinweise auf
Expressionsunterschiede ergeben.

PDL-2 ist zusammen mit PDL-1 Ligand fir PD-1, einem kostimulatorischen
Molekul, welches inhibitorisch auf T-Zellen wirkt und auf diese Weise ihre
Aktivierung inhibiert.
PD-L2 wird nur auf DC (dendritischen Zellen) und Monozyten exprimiert (Fife et al.
2008) (Konishi et al. 2004).

Obwohl PD-1 eine entscheidende Rolle beziglich der Negativregulierung von T-
Zellen spielt, wird die Funktion seiner zwei Liganden PDL-1 und PDL-2 immer
noch kontrovers diskutiert. Die widersprichlichen Ergebnisse ber die Funktion
von PDL-2 deuten an, dass der Ligand sowohl negativer, als auch positiver
Regulator der T-Zellfunktion ist.

Laut Tseng et al. hat PDL-2 (B7-DC) eine gro3ere kostimulierende Wirkung auf
die T-Zellproliferation als B7.1 (Tseng et al. 2001) und durch IFN-y oder IFN-y/LPS
kann die PD-L1- und PD-L2-Expression auf DC und Monozyten induziert werden
(Freeman et al. 2000).

Zhang et al. sind der Meinung, dass PDL-2 einen hemmenden Einfluss auf die T-
Zellaktivierung ausubt und hinsichtlich der Immuntoleranz eine essentielle Rolle
spielt (Zhang et al. 2006). Von Freeman et al. wurde gezeigt, dass B7H1 und
B7DC die T-Zellproliferation mittels PD-1 abhangigem Mechanismus inhibieren
konnen (Freeman et al. 2000).

Dong et al. berichteten, dass PDL-1 (B7H1) auf einer grof3en Anzahl von
Tumorzellen exprimiert wird und die Apoptose von tumorspezifischen T-Zellen
fordert, und zwar sowohl via PD-1 abhangigem als auch via PD-1 unabh&angigem
Mechanismus (Dong et al. 2002).

Von Liu et al. wurde gezeigt, dass die PDL-2-Expression auf Tumorzellen die
CD8 T-Zell-vermittelte Unterdrickung der Tumorzellen mittels PD-1-

unabhangigem Mechanismus fordert (Liu et al. 2003).
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4.14 CD40

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten die héchste CD40-Expression fir die Gruppe
Sepsis, was angesichts der Funktion eines kostimulatorischen Moleklls auch
durchaus logisch erscheinen wirde. Die Gruppe Tumor dagegen imponierte mit
der geringsten CD40-Expression. Nolan et al. untersuchten den Einfluss der
kostimulatorischen Molekiule CD80/86 und CD40 in einem murinen CLP (zOkale
Ligatur und Punktion)-Modell letaler polymikrobieller Sepsis. Die letale CLP
(zbkale Ligatur und Punktion) wurde mit einer Hochregulierung von CD40 und
CD80/CD86 und ihren jeweiligen Liganden CD28 und CD154 assoziiert. Die
erhbhten CD40-, CD154- und CD80-Werte untermauern die wichtige Rolle der
Monozyten / Makrophagen und PMN’s hinsichtlich der Entzindungsantwort bei
Sepsis. Humane Untersuchungen ergaben die héchste CD40- und CD8O0-
Expression auf zirkulierenden Monozyten septischer Patienten am ersten Tag,
wobei die hdchsten Levels bei Patienten mit Kreislaufversagen verzeichnet
wurden. Das anschlieRende Absinken der Expressionslevel von CD40 und CD80
im Hinblick auf den abnehmenden Schweregrad der Erkrankung unterstreicht die
kausale Rolle dieser Molekiile hinsichtlich der Entziindungsregulierung in humaner
Sepsis. All diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die kostimulatorischen
Molekile CD40 und CD80/CD86 eine zentrale Rolle in der angeborenen
Immunantwort spielen. Des Weiteren suggerieren sie, dass eine kombinierte
Inhibition von CD40 und CD80/CD86 die Mortalitat bei Sepsis herabsetzten konnte
und damit in Zukunft nicht nur als therapeutischer Ansatzpunkt, sondern auch
eventuell als Biomarker fir das Outcome septischer Patienten dienen kodnnte
(Nolan et al. 2008).

Sugimoto et al. untersuchten die CD40-Expression bei vierzig Patienten mit
schwerer Sepsis, von denen flinfzehn eine nachgewiesene Bakteriamie hatten
und verglichen das mit den Proben von acht gesunden Kontrollpatienten. Die
Ergebnisse zeigten, dass bei Patienten mit schwerer Sepsis die Herabregulierung
der monozytaren CD40-Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist
(Sugimoto et al. 2003). Durch diese Ergebnisse werden die Hypothese der
monozytaren Deaktivierung wahrend der schweren Sepsis und die protektive Rolle
der Monozyten gestitzt. Da CD40 die Inflammation zu regulieren und die
Entzindungsantwort mittels multipler integraler Mediatoren wie z.B. IL-12, IL-6

und NFkB zu steuern vermag deutet darauf hin, dass CD40 eine herausragende
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Funktion in der initialen Phase der polymikrobiellen Sepsis spielen konnte.
Resultierend daraus untersuchten Gold et al. CD40-knockout M&ause nach CLP
(zokaler Ligatur und Punktion) und stellten bei diesen Mausen bessere
Uberlebenschancen und verzégerten Todeseintritt fest. Die Verbesserung der
Situation wurde mit reduzierten IL-6- und IL-10-Leveln in Zusammenhang
gebracht. Dartber hinaus induzierten die CD40-knockout-Mause im Vergleich zu
den Wildtyp-Mausen nach CLP(z6kaler Ligatur und Punktion) keine Thl-Zytokine
IL-12 und IFN-y. Diese Veranderung der inflammatorischen Zytokinproduktion wird
mit der Reduktion der pulmonalen und hepatischen NF-kB- und STAT-3-Aktivitat
in Verbindung gebracht (Gold et al. 2003).

CD40 gehort zur Familie der “Tumor Necrosis Factor’-Rezeptoren. Es ist ein
kostimulatorisches Protein, welches durch Binden seines Liganden unter anderem
Antigen prasentierende Zellen aktiviert. CD40 ist an der Ausloésung der
Immunantwort beteiligt und seine Aktivierung ist unter anderem ein
Aktivierungssignal, welches notwendig ist bei der antigenspezifischen Aktivierung
naiver B-Lymphozyten. Da das B-Zell- Wachstum, die Differenzierung und der
Isotypenwechsel durch CD40 reguliert werden, spielt es somit eine zentrale Rolle
in der T-Zell abhéngigen Immunantwort. Durch CD40 wird auch die
Zytokinproduktion bei Makrophagen und dendritischen Zellen reguliert.
Obwohl es urspringlich durch seine Aktivierungsmaoglichkeiten aufgefallen ist, ist
CD40 auch in der Lage negative Signallibertragung in verschiedenen Zelltypen zu
vermitteln (van Kooten et al. 1997).

4.15 RELATIVE ANTEILE VON MONOZYTEN UND LYMPHOZYTEN IN
DEM UNTERSUCHTEN PATIENTENMATERIAL

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch die relativen Anteile der Monozyten und
Lymphozyten analysiert und ausgewertet. Es konnte ein reduzierter
Monozytenanteil der Gruppen HLH und vor allem Sepsis im Vergleich zur Panel-
und  Tumor-Gruppe beobachtet werden. Hinsichtlich des relativen
Lymphozytenanteils wiesen alle drei Krankheitsgruppen reduzierte Anteile im
Vergleich zur Panel-Gruppe auf, doch vor allem die Sepsis-Gruppe stach deutlich

hervor und imponierte mit stark verminderten Werten.
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Das die Apoptose der Lymphozyten im Zusammenhang mit dem septischen
Geschehen steht, wurde durch mehrere Studien belegt (Hotchkiss et al. 2001a,
Hotchkiss et al. 1997, Hotchkiss et al. 1999a, Ayala et al. 1996). Die
Arbeitsgruppen um Hotchkiss und Ayala fanden diesbeziglich heraus, dass bei
humaner Sepsis die Anzahl der CD8" T-Zellen und der NK-Zellen unverandert
blieb (Ayala et al. 1996), wohingegen die Anzahl der B- und der CD4+- Zellen
derselben Patienten reduziert war (Hotchkiss et al. 1997, Hotchkiss et al. 1999a,
Hotchkiss et al. 2001b)(Ayala et al. 1996).

In tierexperimentellen Studien konnte das Outcome der Versuchstiere durch
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 positiv beeinflusst werden
(Hotchkiss et al. 1999b).

Bommhardt et al. fanden heraus, dass durch Uberexpression von Akt, einer
Serin/Threonin-Kinase, welche entscheidender Regulator von Zellproliferation und
Zelltod gilt, die Lymphozytenapoptose verhindert und somit das Uberleben der
Sepsis verbessert werden kann (Bommbhardt et al. 2004).

All  dies deutet darauf hin, dass der gezielten Beeinflussung der
Lypmhozytenapoptose  als mdglicher neuer Therapieansatz im septischen
Geschehen grof3e Bedeutung zukommen konnte.

4.16 SCHLUSSFOLGERUNG

Mittels der Immunphé&notypisierung wurde eine Subpopulationsanalyse
dendritischer Zellen fur die Krankheitsgruppen Sepsis, Tumor und HLH
(Hamophagozytische Lymphohistiozytose) durchgefuhrt. Die Expressionsmuster
der in dieser Arbeit untersuchten Oberflachenrezeptoren wiesen teilweise
deutliche Unterschiede der Krankheitsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf. Auch hinsichtlich der relativen Anteile der Lymphozyten und Monozyten
haben sich zum Teil wesentliche Unterschiede ergeben, wobei vor allem die
Veranderung des lymphozytaren Zellanteils bei Sepsis ins Auge fiel. Sowohl die
veranderten Expressionsmuster, als auch die verminderten relativen Anteile der
Monozyten und Lymphozyten kdnnten zukinftig diagnostische Hinweise auf die
besonderen immunpathologischen Umstande der verschiedenen Erkrankungen
geben und somit einen Beitrag zur gezielteren und schnelleren

Therapie leisten.
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5. Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Krebs stellt in Deutschland nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die
zweithaufigste Todesursache dar. Dabei macht das Prostatakarzinom bei
mannlichen Erkrankten gut ein Viertel und das Mammakarzinom bei weiblichen
Erkrankten deutlich mehr als ein Viertel aller Krebserkrankungen aus. Da mit dem
Alter das Risiko einer Krebserkrankung steigt, wird die Zahl der Neuerkrankungen
hinsichtlich des demografischen Wandels in Zukunft nicht riicklaufig werden.

Als dritthdufigste Todesursache in der Bundesrepublik ist die Sepsis zu nennen.
Die Letalitat ist vor allem bei Entwicklung einer schweren Sepsis oder eines
septischen Schocks nach wie vor sehr hoch und es bedarf weiterer Forschung und
Untersuchung um ein noch tieferes Verstandnis dieser komplexen
Zusammenhange zu erlangen um somit neue therapeutische Ansétze schaffen zu
konnen.

Eine weitere lebensbedrohliche Erkrankung stellt die Hamophagozytische
Lymphohistiozytose (HLH) dar. Aufgrund einer Uberaktivierung von Makrophagen
und Lymphozyten kommt es zur unkontrollierten Hyperinflammation. Bleibt sie
unbehandelt, wird nicht rechtzeitig erkannt oder unzureichend therapiert, ist die
Letalitat hoch.

Dendritische Zellen sind professionelle antigenprasentierende Zellen und stellen
durch ihre einzigartige Fahigkeit, Antigenprasentation und Phagozytose zu
verbinden das Verbindungsglied zwischen der angeborenen und der erworbenen
Immunabwehr dar. Da sie die Befahigung haben die primare Immunantwort zu
initiieren und in der Lage sind die meisten T-Zell-Antworten zu induzieren, stellen

sie eine aul3erst wichtige und interessante Population dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige fir dendritische Zellen charakteristische
Oberflachenantigene mittels farbstoffmarkierter Antikdrper im Durchflusszytometer
immunphanotypisiert. AnschlieBend wurden die Daten der Krankheitsgruppen
Tumor, Sepsis, Hamophagozytische Lymphohistiozytose (HLH) wund der
Kontrollgruppe ausgewertet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 49

Blutproben aufbereitet und gemessen. Davon waren 38 Blutproben von erkrankten
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5. Zusammenfassung

Patienten, welche der Sektion Experimentelle Anasthesiologie Ulm aus der
Anasthesiologischen Intensivstation der Uniklinik Ulm oder auswartigen Kliniken
zugesandt wurden. Als Negativkontrolle wurden Blutproben von 11 gesunden

Probanden untersucht und ausgewertet.

Die Expression der folgenden Marker war deutlich vermindert (p < 0,05):
CD14 (Tumor, Sepsis und HLH vs. Panel-Gruppe), HLA-DR (Tumor vs. Panel und
Sepsis vs. Panel) , CD163 (Sepsis vs. Tumor) und CD64 (Tumor vs. Sepsis).

Eine eindeutig erhohte Expression bei p < 0,5 konnte fiur die nachstehenden
Oberflachenantigene beobachtet werden: TLR-2 (Sepsis vs. Panel), TLR-4
(Tumor vs. HLH und Tumor vs. Panel), CD1a (Tumor vs. Panel), CD80 (Sepsis vs.

Panel) und CD40 (Tumor vs. Sepsis).

Eine Tendenz zu erhdéhten Werten (p < 0,15) wurde fiir die Expression von CD83
(Tumor, Sepsis und HLH vs. Panel) und CD39 (HLH und vor allem Sepsis vs.
Tumor und Panel) festgestellt.

Keinerlei bedeutsame Expressionsunterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen haben sich fiir CD123*/HLA-DR", BDCA-2, CD86 und PDL-2 ergeben.

Die mittels Immunphanotypisierung durchgefuihrte Zellanalyse zeigt somit auf,
dass die Subpopulationen dendritischer Zellen bei den verschiedenen
Krankheitsgruppen Sepsis, HLH und Tumor verdndert zu sein scheinen. Die
grol3ten Unterschiede jedoch haben sich beim septischen Formenkreis in Bezug

auf die Kontrollgruppe ergeben.

Eine weitere Erkenntnis stellt die Verminderung des relativen Lymphozytenanteils
dar, welche auch fur die Monozytenpopulation zutrifft und sich fir vor allem fir die
Patienten der Krankheitsgruppe Sepsis deutlich herauskristallisiert hat. Sowohl
diese Feststellung, als auch die verédnderten Expressionsmuster konnten in
Zukunft einen weiteren Ansatzpunkt zur Beeinflussung der immunpathologischen

Prozesse darstellen.
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