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0. Arbeitshypothese und wissenschaftliche Fragestellung

In der Sepsis kommt es zu einem Ungleichgewicht sowohl pro- als auch antiinflammatori-
scher Prozesse. Letztere fiihren zu einem als Immunparalyse bezeichneten Immunstatus,
der durch eine relative Veranderung der peripheren Immunzellpopulationen (Tabelle 1) in
ihrer Zahl sowie durch Funktionseinschrankungen der Immunzellen gekennzeichnet ist
(Hotchkiss et al. 2013). Die septische Lymphopenie ist ein haufiges phanotypisches
Merkmal der Erkrankung und mit dem Schweregrad der Sepsis assoziiert (Hotchkiss und
Nicholson 2006). Die Ursachen der im peripheren Blut beobachteten Lymphopenie sind
unklar. Lymphozyten migrieren entlang eines S1P-Gradienten aus lymphatischem Gewe-
be mit niedrigen S1P-Konzentrationen in die Zirkulation mit hohen S1P-Konzentrationen
(Pappu et al. 2007). Die essentielle Rolle des S1P fur die Lymphozyten-Migration kdnnte
vermuten lassen, dass erniedrigte S1P-Blutkonzentrationen in der Sepsis zu einer Lym-
phopenie beitragen. Den S1P-Gradienten erkennen die Zellen (ber den S1PR1
(Matloubian et al. 2004, Sanna et al. 2004). Damit kénnten jedoch nicht nur die Verande-
rungen der S1P-Konzentrationen in der Sepsis, sondern auch Expressionsanderungen

der S1P-Rezeptoren einen septischen Phanotyp miterklaren.

Vor diesem Hintergrund sollten in dieser Arbeit folgende Fragestellungen beantwortet

werden:

1. Wie verandert sich das Differentialblutbild von Sepsis-Patienten im Vergleich zu
einer gesunden Kohorte?

2. lIst die Serum-S1P-Konzentration in Sepsis-Patienten verandert?

3. Ist die Expression des S1PR1 in Sepsis-Patienten im Vergleich zu einer gesunden
Kohorte verandert?

4a. Besteht eine Assoziation der Serum-S1P-Konzentration mit der S1PR1-Expression
in PBMC?

4b. Lassen sich Veranderungen im Differentialblutbild, wie eine Lymphopenie, mit der

Serum-S1P-Konzentration oder der S1PR1-Expression assoziieren?

Aus der prospektiven Kohortenstudie dieser Arbeitsgruppe mit insgesamt 100 Sepsis-
Patienten (Winkler et al. 2015) wurden 45 Sepsis-Patienten willkurlich als Studien-
Subkohorte flr diese Arbeit ausgewahlt. Anhand des Differentialblutbildes konnten die
Veranderungen der Immunzellen beobachtet und mit der S1P-Konzentration korreliert
werden. Die Messung der S1P-Konzentration fand mittels einer Tandem-Massenspektro-

skopie statt. Flr die Analyse der S1PR1-Expression wurden periphere mononukleare Zel-



len (PBMC) aus dem Blut von Sepsis-Patienten isoliert. Im Anschluss erfolgte die Mes-
sung der Rezeptorexpression mithilfe der Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR).
Weiterhin wurden klinische Parameter der Patienten aufgenommen und der Schweregrad
der Sepsis evaluiert sowie die gemessenen Laborparameter mit dem klinischen Zustand
korreliert. Die Daten wurden mit einer gesunden Kontrollgruppe, die aus 20 Probanden

bestand, verglichen.



1. Einleitung

1.1. Sepsis

1.11. Geschichte

Der Begriff der ,Sepsis” wird seit der Antike in der medizinischen Terminologie verwendet.
Bereits Hippokrates (ca. 460-370 vor Christus) gebrauchte diesen Begriff, der sich von
dem altgriechischen Wort onmtw, ,faul machen® ableitet, und zur Beschreibung der Wund-
faulnis diente. Im ersten und zweiten Jahrhundert nach Christus pragten Celsus und Ga-
len den Begriff und beschrieben die Kardinalsymptome der Entziindung: periphere Va-
sodilatation (rubor), Fieber (calor), Schmerz (dolor), Schwellung/Odem (tumor) und Or-
gandysfunktion (functio laesa). Dem ungarischen Gynakologen Ignaz Semmelweiss
(1818-1865) wurde die Bedeutung der Sepsis bewusst, indem er den Blick auf die Sepsis
erweiterte. Das damals haufige Wochenbettfieber war mit einer hohen Letalitat der Woch-
nerinnen verbunden. Semmelweiss vermutete, dass Keime durch unsteriles Arbeiten in
die Blutbahn der Patientinnen gelangten. Er fiihrte daraufhin die aseptische Handewa-
schung mit einer Chlorkalklésung ein und konnte so die Letalitat drastisch reduzieren. Zur
selben Zeit beschaftigte sich auch Louis Pasteur (1822-1895) mit dem Thema der Wund-
faulnis und entdeckte, dass Bakterien die Voraussetzung flr Wundinfektionen sind. Eine
neue Sepsis-Definition beschrieb schlieRlich Hugo Schottmuller (1867-1936) im Jahre
1914: ,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." (Schottmiller 1914). Damit wurde die Wichtigkeit eines Infektionsher-
des fir die Pathogenese der Sepsis unterstrichen. Der US-amerikanische Intensivmedizi-
ner Roger C. Bone (1941-1997) formulierte 1989 dann die fur lange Zeit geltende Sepsis-
Definition. Er erweiterte darin die bisherige Sepsis-Definition, indem er auch die Immunre-
aktion des Korpers berucksichtigte (Bone 1991). Die kérpereigenen Immunabwehr steht
bis heute im Fokus der Sepsispathogenese. Die Sepsis ist eine generalisierte Entziindung

verbunden mit Organfehlfunktionen.

1.1.2. Definition

1992 formulierte man auf der Konsensuskonferenz des American College of Chest Physi-
cians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) die bis dato geltenden
Sepsis-Kriterien. Zur Patienten-Klassifizierung teilt man die Sepsis in vier Schweregrade

ein: Systemic inflammatory response syndrome (SIRS), Sepsis, schwere Sepsis und sep-
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tischer Schock (Bone et al. 1992a). 2001 re-evaluierte die International Sepsis Definitions-
Konferenz diese Terminologie. Da neue Erkenntnisse fehlten, sind die 1992 auf der Kon-
sensuskonferenz definierten Begriffe bis heute gultig (Levy et al. 2003). Aktuell erfahren
diese jedoch in Form der ,Sepsis-3“-Konsensuskriterien, erarbeitet durch die European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM) und der SCCM, eine Uberarbeitung (Singer
et al. 2016). Bei Anfertigung sowie Fertigstellung der vorliegenden Arbeit galt noch die
von der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen Interdisziplinaren
Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) 2005 herausgegebene Leitlinie zur
Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis und 2010 Uberarbeitete S2-
Leitlinie (Reinhart 2010). Die Diagnosekriterien richten sich nach den ACCP/SCCM Kon-
sensuskonferenz-Kriterien (Bone et al. 1992b). Das SIRS beschreibt eine Immunreaktion
des Organismus auf eine unspezifische Entziindung. Dazu zahlen auch nicht-infektiése
Ursachen wie Verbrennungen, Pankreatiden, Operationen sowie Traumata. Fur die Diag-
nose des SIRS mussen dabei mindestens zwei von vier unspezifischen Symptomen vor-

liegen:

- Hyperthermie (=38 °C) oder Hypothermie (<36 °C)

- Tachykardie (Herzfrequenz =290/min)

- Tachypnoe (Atemfrequenz =220/min)
und/oder arterieller paCO2 <4,3 kPa (33 mmHg)
und/oder maschinelle Beatmung

- Leukozytose (=212 000/ul) oder Leukopenie (<4 000/ul)

und/oder Linksverschiebung >10 % unreife Neutrophile im Differentialblut-bild

Liegt ein mikrobiologischer Nachweis pathogener Keime vor oder werden alle vier SIRS-
Kriterien ohne Keimnachweis erfillt, dann handelt es sich per definitionem um eine Sep-
sis. Diese lasst sich in drei Schweregrade einteilen: Sepsis, schwere Sepsis und septi-
scher Schock. Wahrend man lange Zeit von einem Krankheitskontinuum der Schweregra-
de ausging (Rangel-Frausto et al. 1995), wird diese Annahme in den Uberarbeiteten ,Sep-
sis-3“-Konsensuskriterien verlassen (Singer et al. 2016). Bei einer schweren Sepsis liegt

eine Organdysfunktion vor, die sich folgendermalden duf3ern kann:

- Akute Enzephalopathie: Reduzierte Vigilanz, Unruhe, Desorientiertheit, Psycho-

tropika-unabhangiges Delir.
- Relative/Absolute Thrombozytopenie: Thrombozyten <100 000/l oder Abfall der

Thrombozyten um 230% in 24 Stunden; ohne Blutverlust als Ursache.

- Arterielle Hypoxamie: Mit paO, <10 kPa (<75 mmHg) unter Raumluft oder




pa0./FiO, <33 kPa (=250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation; ohne manifeste
pulmonale oder kardiale Erkrankung als Ursache.

- Renale Dysfunktion: Urinausscheidung <0,5 ml/kg/h Uber mindestens eine Stunde

trotz ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-Kreatinins
um 22-fache oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereiches.

- Metabolische Azidose: Base Excess <5,0 mmol/l oder eine Plasma-Laktat-Kon-

zentration 21,5-fache oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereiches.

Im septischen Schock liegt zusatzlich eine therapierefraktare, unter Volumensubstitution
bestehende, Hypotonie vor. Diese muss fir mindestens eine Stunde bestehen und ist
gekennzeichnet durch einen systolischen arteriellen Blutdruck <90 mmHg bzw. mittleren
arteriellen Druck (MAP) <65 mmHg, oder durch die Notwendigkeit eines perfusionserhal-

tenden Einsatzes von Vasopressoren.

1.1.3. Epidemiologie

Die Sepsis war und ist eine gro3e Herausforderung der Medizin und ist auch heute die
haufigste Todesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstationen (Angus et al. 2001).
Die Inzidenz und Mortalitat sind steigend (Angus et al. 2001, Lagu et al. 2012, Martin et al.
2003). Trotz verbesserter medizinischer Versorgung konnte die Sterblichkeit nicht wesent-

lich gesenkt werden (Dombrovskiy et al. 2007, Zimmerman et al. 2013).

Eine prospektive Querschnittsstudie des Bundesministeriums fur Bildung und Forschung
(BMBF) stellte fest, dass in Deutschland pro Jahr 75 000 Patienten (110 von 100 000) an
einer schweren Sepsis oder an einem septischen Schock und 79 000 Patienten (116 von
100 000) an einer Sepsis erkranken (Engel et al. 2007). Die Krankenhaus-Mortalitat der
Patienten mit schwerer Sepsis liegt schatzungsweise bei 55,2 % und man geht von
60 000 Sepsis-Todesfallen pro Jahr aus (Brunkhorst 2006, Engel et al. 2007). In Deutsch-
land rangiert die Sepsis damit nach dem Myokardinfarkt auf Platz drei der haufigsten To-
desursachen (Brunkhorst 2006). Eine kirzlich veréffentlichte Analyse der deutschlandwei-
ten Fallpauschalen-bezogenen Sepsisfalle zeigte einen Anstieg der Sepsisfalle von
200 535 in 2007 auf 279 530 in 2013 (Fleischmann et al. 2016). 2013 starben trotz sin-
kender Krankenhaus-Mortalitdt 67 849 und damit etwa 12 % mehr Patienten an einer
Sepsis (Fleischmann et al. 2016). Da die Datenlage unterschiedlich ist, kbnnen sich Inzi-
denz und Mortalitat, abhangig von Datenerhebung und Datenauswahl, bis zu 3,5fach un-
terscheiden (Gaieski et al. 2013). Anhand der Extrapolation dieser Daten geht man davon
aus, dass weltweit bis zu 19 Millionen Patienten pro Jahr an einer schweren Sepsis er-
kranken (Adhikari et al. 2010).



Es scheint Pradispositionen und Risikofaktoren fir die Entwicklung einer schweren Sepsis
und einer Organdysfunktion zu geben (Angus und van der Poll 2013). Pradisponierend
sind das Sauglingsalter sowie ein hdheres Alter, das mannliche Geschlecht und maéglich-
erweise eine schwarze Hautfarbe (Angus et al. 2001, Martin et al. 2003, Mayr et al. 2010,
Moore et al. 2015).

Die Diagnostik, Therapie und Prognose der Sepsis sind mit hohen volkswirtschaftlichen
Kosten verbunden. Allein in Deutschland werden durch die intensivmedizinische Versor-
gung der Patienten Kosten in H6he von 1,77 Milliarden Euro pro Jahr (ca. 30 % des inten-
sivmedizinischen Gesamtbudgets) erzeugt (Brunkhorst 2006). Und in den USA haben
sich die direkten Kosten der Patienten-Versorgung von 16,7 Milliarden Dollar auf

24,3 Milliarden Dollar nahezu verdoppelt (Angus et al. 2001, Lagu et al. 2012).

1.1.4. Erregerspektrum und Infektionsweg

Atemwegsinfektionen sind in mehr als 50 % der Falle der Infektionsfokus bei schwerer
Sepsis oder septischen Schock, gefolgt von intraabdominellen und urogenitalen Infektio-
nen (Angus et al. 2001, Engel et al. 2007, Finfer et al. 2004, Lagu et al. 2012, Ranieri et
al. 2012, Silva et al. 2004, Vincent et al. 2006). Wahrend die Zahl intraabdomineller Infek-
tionen konstant bleibt, nimmt die Zahl urogenitaler Infektionen als Sepsisfokus ab
(Annane et al. 2005, Hugonnet et al. 2003).

Bis in die 1990er Jahre waren gramnegative Bakterien die Haupterreger der Sepsis. Sie
wurden von grampositiven Bakterien, vor allem durch den Anstieg Koagulase-negativer
Streptokokken (Hugonnet et al. 2003), als haufigster Ausldser der Sepsis abgelést (Martin
et al. 2003). Daten von 1265 Intensivstationen aus 75 Landern zeigten, dass aktuell
gramnegative Bakterien (62 %), noch vor grampositiven Bakterien (47 %) und Pilzen
(19 %), die haufigsten Erreger der Sepsis sind (Vincent et al. 2009). Die Pilz-Sepsen sind
von 4,6 % in 2000 (Martin et al. 2003) auf 19 % in 2007 angestiegen und mit einer
schlechteren Prognose verbunden (van der Poll und Opal 2008). Nur bei etwa einem Drit-
tel gelingt die kulturelle Anzucht, wahrend sie bei einem weiteren Drittel negativ ausfallt
(Opal et al. 2003, Ranieri et al. 2012). Die haufigsten isolierten gramnegativen Erreger
sind Staphylcoccus aureus und Streptococcus pneumoniae. Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli sowie Klebsiellen-Spezies sind die am haufigsten isolierten grampositiven
Bakterien (Opal et al. 2003, Ranieri et al. 2012, Vincent et al. 2009).

Auch der Infektionsweg (ambulant vs. nosokomial) hat einen Einfluss auf das Erreger-

spektrum und die Prognose (Hagel et al. 2013). Wahrend die Letalitat nosokomial erwor-
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bener Sepsen bei 15 % liegt, ist die Letalitat der ambulant erworbenen Sepsen mit 10 %
etwas niedriger (Lenz et al. 2012). Seit der European Prevalence of Infection in Intensive
Care (EPIC)-Studie aus dem Jahre 1995 hatte man angenommen, dass nosokomial auf
der Intensivstation erworbene Infektionen wesentlich die Entwicklung einer schweren
Sepsis beglnstigen (Vincent et al. 1995). Die deutsche Sepsis Competence Network
(SepNet)-Pravalenz-Studie (2005) zeigte, dass 39 % der Infektionen ambulant, 14 % auf
der Intensivstation und 33 % im Krankenhaus auflerhalb der Intensivstation erworben
wurden (Engel et al. 2007).

1.1.5. Intensivmedizinische Scoring-Systeme

Scoring-Systeme finden seit den 1980er-Jahren regelhaft Anwendung in der Intensivme-
dizin. Sie dienen dazu, komplexe Syndrome fir eine objektive Betrachtung zu vereinfa-
chen und vergleichbar zu machen (Fleig et al. 2011). Meist stellen sich Score-Werte als
Summenwerte dar. Die einzelnen Punktwerte wurden vorab durch Expertenmeinungen,
abhangig von Bewertung und Auspragung der jeweiligen Parameter, definiert (Fleig et al.
2011). Je nach Scoring-System ist eine Abschatzung der Prognose oder des Schwere-
grades sowie eine Abschatzung des Therapieerfolges wahrend des Krankheitsverlaufs
moglich (Fleig et al. 2011). Zu den in der Intensivmedizin etablierten und in dieser Arbeit
verwendeten Scores gehoren als Prognosescore der Simplified Acute Physiology Score Il
(SAPS I1) und als dynamischer Verlaufsscore der Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) Score. Eine Ubersicht beider Scores befindet sich im Anhang (Kapitel 8.3 und
8.4).

Der SAPS Il erlaubt eine Einschatzung der Prognose sowie Letalitat und basiert auf der
Grundlage des von Le Gall et al. veréffentlichten Simplified Acute Physiology Scores
(SAPS). Das Scoring-System beinhaltet 17 Variablen, darunter 11 physiologische Para-
meter, den Glasgow-Coma-Scale (GCS), das Alter, die Aufnahmeart (geplant chirurgisch,
ungeplant chirurgisch oder medizinisch) sowie chronische Grunderkrankungen (metasta-
sierende Neoplasie, hdmatologische Neoplasie oder AIDS) (Le Gall et al. 1993). Die Be-
stimmung der Parameter findet innerhalb der ersten 24 Stunden des Intensivaufenthaltes
statt, wobei jeweils die ,schlechtesten® Werte, d.h. am weitesten von den Normwerten
abweichend, verwendet werden. Ein steigender Punktwert korreliert positiv mit einer Ab-
weichung vom physiologischen Normalzustand und mit einer steigenden Letalitat. Der in
den SAPS Il integrierte GCS (Kapitel 8.5) ermoglicht eine Einschatzung der Bewusst-
seinslage des Patienten anhand der Fahigkeit zur Augendffnung, zur verbalen sowie zur
motorischen Antwort. Der maximal zu erreichende Punktwert ist dabei 15. Es flie3t immer

die bestmdgliche Antwort des Patienten auf die Reaktion in die Bewertung ein.
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Der anfanglich als Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) bezeichnete und
von der amerikanischen Konsensuskonferenz zur Sepsisdefinition veroffentlichte SOFA
Score, erlaubt eine Beobachtung des Krankheitsverlaufes sowie eine Beurteilung des
Schweregrades der Erkrankung (Vincent et al. 1996). Das Scoring-System beinhaltet
sechs Organsysteme. Darunter Herz, Leber, Lunge, Niere, Gerinnungssystem und das
zentrale Nervensystem (ZNS). Letzteres wird, identisch zum SAPS Il, anhand des GCS
beurteilt. Im SOFA Score werden die Organsysteme mit jeweils 0 bis 4 Punkten bewertet.
Der Punktwert O steht fur den physiologischen Normalzustand. Nur der jeweils schlechtes-
te Wert des Tages flie3t in die Wertung ein. Mehrere Studien bewiesen, dass die Hohe
des SOFA Score positiv mit der Mortalitédt der Patienten korreliert (Ferreira et al. 2001,
Minne et al. 2008).

1.2. Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus einer unspezifischen angeborenen Immunantwort und aus
einer spezifischen adaptiven Immunantwort. Dringt ein Mikroorganismus in den menschli-
chen Korper ein, so ist die angeborene Immunantwort die erste Barriere (Janeway et al.
2001). Die Zellen der angeborenen Immunantwort kdnnen Erreger selbst abwehren und
Zellen der adaptiven Immunantwort aktivieren. Bis zur effektiven Wirkung der adaptiven
Immunantwort vergehen mehrere Tage, so dass die angeborene Immunantwort fur die
schnelle Bekdmpfung eines eingedrungenen Erregers wichtig ist. Alle Zellen des Immun-
systems entstehen aus pluripotenten Stammzellen im Knochenmark. Sie werden nach
Eigenschaften und Funktion entweder der angeborenen oder der adaptiven Immunantwort
zugeordnet. Eine Ubersicht tiber die verschiedenen Zelltypen beider Systeme ist in Tabel-

le 1 dargestellt.

1.2.1.  Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem besteht aus l6slichen und zellularen Komponenten. Zu
den I8slichen Komponenten zahlen das Komplementsystem, Zytokine (Tabelle 2) und
Akute-Phase-Proteine. Makrophagen, Neutrophile und dendritische Zellen stellen u.a. die
zellularen Komponenten des angeborenen Immunsystems dar (Tabelle 1). Die zur Pha-
gozytose befahigten Makrophagen und Neutrophilen erkennen Strukturmotive haufiger
Erreger, binden diese und phagozytieren sie schliel3lich. Weiterhin initiieren sie Gber die
Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege die Freisetzung zahlreicher Zytokine.
Dendritische Zellen nehmen eine Stellung zwischen den beiden Immunsystemen ein. Sie

werden in der Peripherie durch Pathogene zu Antigen-prasentierenden Zellen (APC) akti-
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viert, migrieren in die sekundaren lymphatischen Organe und aktivieren die dortigen T-
Zellen. Weiterhin sezernieren dendritische Zellen ebenfalls zahlreiche Zytokine. Letztere
sind von grofier Bedeutung fir die Koordination der angeborenen sowie der adaptiven
Immunantwort. Eine detaillierte Beschreibung der Aktivierung des Immunsystems im

Rahmen der Sepsis ist in Kapitel 1.2.3 beschrieben.

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Zelltypen des angeborenen und adaptiven Immunsystems mit Darstellung der wichtigs-

ten Funktionen

Zelltyp

Funktion

Angeborenes Immunsystem

Granulozyten
Neutrophile
Eosinophile
Basophile

Monozyten
Makrophagen
Dendritische Zellen
Mastzellen

NK-Zellen

Phagozytose von Mikroorganismen
Degranulation (Allergien und Parasitenabwehr)
Degranulation (Allergien und Parasitenabwehr)

Im Blut zirkulierende Vorlauferzellen der Makrophagen

Phagozytose von Mikroorganismen und abgestorbenen Zellen; T-Zellaktivierung
T-Zell-Aktivierung via Antigen-Prasentation

Degranulation, u.a. Histamin (Allergien und Parasitenabwehr)

Phagozytose (Viren und Tumorzellen); vgl. cytotoxische T-Zellen

Adaptives Inmunsystem

T-Zellen, CD8-positiv
Cytotoxische T-Zellen
T-Gedachtniszellen

T-Zellen, CD4-positiv
Tu-Zellen
Treg-Zellen
T-Gedachtniszellen

B-Zellen
Plasmazellen
B-Gedachtniszellen

Eliminierung bakteriell/viral infizierter Zellen; vgl. NK-Zellen
Speicherung der spezifischen Immunreaktion

Aktivierung T-Effektorzellen
Inhibierung Immunsystem
Speicherung der spezifischen Immunreaktion

Immunglobulinsynthese
Speicherung der spezifischen Immunreaktion

CD, Cluster of differentiation; NK-Zelle, natlirliche Killerzellen; Tn, T-Helferzellen; Treg, T-Regulatorzellen.

1.2.2.
Das adaptive Immunsystem besteht aus T- und B-Lymphozyten. Obwohl beide Zelltypen

Adaptives Immunsystem

von pluripotenten Zellen im Knochenmark abstammen, findet deren Differenzierung und
Proliferation in unterschiedlichen primaren Lymphorganen statt. Die unreifen B-Zellen
verbleiben dazu im Knochenmark, wohingegen die unreifen T-Zellen in den Thymus mig-
rieren. Beide Zelltypen erwerben dort im Rahmen einer sog. klonalen Selektion die Fahig-
keit kdrpereigene von kdérperfremden Antigenen zu unterscheiden. Erkennen Lymphozy-
ten korpereigene Antigene als kérperfremd, so kommt es zur klonalen Deletion dieser
Zellen. Nach Abschluss dieser Reifungsprozesse migrieren beide Zelltypen ins Blut und in
die Lymphe, um von dort aus in die sekundaren Lymphorgane zu gelangen. Sie werden
so lange als naive Lymphozyten bezeichnet, bis eine Aktivierung durch Antigene stattfin-

det. B-Zellen stellen durch die Synthese von Immunglobulinen die humorale, T-Zellen die
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zellulare Komponente der adaptiven Immunantwort dar. Die spezifischen Funktionen der

B- und T-Lymphozyten sind in Tabelle 1 im Uberblick dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht {iber die wichtigsten pro- und antiinflammatorischen Zytokine [modifiziert nach Schulte et al.
(2013)].

Zytokin  Quelle Funktion Interaktion mit anderen Zyto-
kinen
Proinflammatorisch
TNFa Immunzellen des angeborenen und - Differenzierung und Aktivierung von - Forderung der Freisetzung
adaptiven Immunsystems; Immunzellen proinflammatorischer Ef-
v.a. Makrophagen und Lymphozyten - Induktion Fieber und Koagulation fektormolekiile
- Apoptose
IL-1 Immunzellen des angeborenen und - Induktion Fieber und Koagulation - Forderung der Freisetzung
adaptiven Immunsystems; - Hamatopoese proinflammatorischer Ef-
v.a. Makrophagen und Lymphozyten - Forderung der Extravasation der fektormolekdle
Immunzellen
IL-6 Immunzellen des angeborenen und - Aktivierung von T- und B-Zellen - Sekretion durch TNFa und IL-
adaptiven Immunsystems; - Modulierung Hématopoese und 1
v.a. Makrophagen und Lymphozyten Akute-Phase-Reaktion - Inhibition von TNFa und IL-1
- Induktion Fieber - Forderung antiinflammatori-
scher Immunantworten
IL-12 - Monozyten/Makrophagen - Differenzierung Thi-Zellen - Induktion von IFNy
- Neutrophile
- Dendritische Zellen
IFNy - NK-Zellen - antivirale Aktivitat - Sekretion durch TNFa, IL-12
- Tui-Zellen und CD8+T-Zellen - kann méglicherweise die Immunpara- und IL-18

lyse in der Sepsis aufheben

Antiinflammatorisch
IL-10 Immunzellen des angeborenen und - Immunsuppression durch gestorte - Suppression der Sekretion
adaptiven Immunsystems Antigen-Prasentation und Phagozyto- proinflammatorischer Zytoki-
se ne
IL-4 - The-Zellen - Differenzierung von Thz-Zellen - Induktion makrozytére Sekre-
- Mastzellen tion von IL-4 und IL-13

- Basophile, Eosinophile

CD, Cluster of differentiation; IFNy, Interferon-y; IL, Interleukin; Tw1, T-Helferzellen Typ 1; Thz, T-Helferzellen Typ 2; TNFa, Tumornekrosefak-
tor a; Treg, T-Regulatorzellen.

1.2.3. Pathophysiologie der Sepsis

Seit den 1990er Jahren wird die Hypothese, dass die Dynamik der Sepsis von proin-
flammatorischen und antiinflammatorischen Immunreaktionen abhangt, diskutiert (Bone et
al. 1997). Die Sepsis-Forschung befasste sich lange Zeit vorwiegend mit der Beeinflus-
sung proinflammatorischer Prozesse. Heute geht man davon aus, dass die Immunantwort
vermutlich in zwei antagonistischen, sich jedoch Uberschneidenden Phasen, ablauft
(Kovach und Standiford 2012). Die frihe Phase der Sepsis ist gekennzeichnet durch eine
Uberschieldende proinflammatorische Antwort des Immunsystems als Reaktion auf die
Infektion (SIRS). Diese kann mdglicherweise zeitgleich durch die Initiierung antiinflamma-
torischer Mechanismen (Compensatory anti inflammatory response syndrome, CARS)
kompensiert werden. Dadurch entsteht ein Ungleichgewicht, das in einer Immunparalyse
munden kann. Die Immunparalyse ist z.B. durch die Reaktivierung latenter Virusinfektio-
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nen (Walton et al. 2014) oder durch opportunistische Infektionen und Erreger (sog. Se-
kundarinfektionen), die das Immunsystem weiter schwachen (Otto et al. 2011), gekenn-

zeichnet.

Eine Sepsis entsteht, wenn pathogene Erreger die natlrlichen Schutzbarrieren (z.B. Haut
und Schleimhaute) des Korpers Uberwinden. Dies fihrt zur Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Die Reaktionen des Organismus auf ebensolche Erreger hangen von der
Rezeptorbindung spezifischer Strukturmotive ab. Pathogen associated molecular patterns
(PAMPs) binden an Pattern recognition receptors (PRRs), die sich auf der Zelloberflache
der Immunzellen des angeborenen Immunsystems befinden (Janeway und Medzhitov
2002). Die PRRs, die flir die Erkennung der Mikroorganismen sorgen, gehéren zu der
Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR), die z.B. eine hohe Ligandenspezifitat fur Oberfla-
chenproteine von Bakterien, Pilzen und Hefen besitzen (Aderem und Ulevitch 2000). Die-
se Bindungen unterliegen einem komplexen Mechanismus. Gramnegative Bakterien be-
sitzen in der aulieren Zellmembran lokalisierte Lipopolysaccharide (LPS) (Alexander und
Rietschel 2001). Diese sogenannten Endotoxine binden an den Toll-like Rezeptor 4
(TLR4) (Hoshino et al. 1999). Hierzu wird das LPS von dem LPS-Bindeprotein (LPB) zu
dem Korezeptor des TLR4, dem Cluster of differentiation 14 (CD14), transportiert (Wright
et al. 1990). Unter Anwesenheit des Myeloid differentiation factor 2 (MD2) wird der TLR4
aktiviert (Nagai et al. 2002). Grampositive Bakterien besitzen keine Endotoxine. Das Im-
munsystem identifiziert diese Uber zwei andere Mechanismen. Einerseits erkennt der Toll-
like Rezeptor 2 (TLR2) ihre Zellwandbestandteile, das Peptidoglykan und die Lipoteichon-
saure, als PAMPs (Schwandner et al. 1999, Takeuchi et al. 1999). Andererseits kdnnen
grampositive Bakterien sogenannte Exotoxine synthetisieren, z.B. das Toxic shock syn-
drome Toxin-1 (TSST-1), das zu sehr akuten und sehr schweren Formen des septischen
Schocks fuhren kann (Bochud und Calandra 2003). Die Exotoxine kénnen dabei als ,Su-
perantigen® (Cohen 2002) eine T-Zell-Aktivierung mit anschlieRender Freisetzung proin-
flammatorischer Zytokine triggern (Lavoie et al. 1999). Intrazellular fihrt die PAMP/PRR-
Interaktion zur Aktivierung intrazellularer Signalwege, die meist in einer Aktivierung ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren (Nuclear factor kB, Activator protein 1, Fos, Jun) min-
det. Die Genexpression der an der Immunantwort beteiligten Gene wird so kontrolliert und
fuhrt zur Freisetzung zahlreicher Effektormolekile (z.B. Zytokine, Chemokine) (Bochud
und Calandra 2003, Cohen 2002). Ein wesentlicher und gut untersuchter Signalweg ist die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear factor kB (NF-kB), der von groRer Bedeu-
tung fur die humane Immunantwort ist (Fang et al. 2012, Liu und Malik 2006). Die Bindung
von PAMPs an ihre Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges. Viele in-

flammatorische Signalmolekiile sind Zielgene von NF-kB (Pahl 1999).
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Zytokine sind von groRRer Bedeutung flir die Koordination der angeborenen und adaptiven
Immunantwort (Calandra 2001). Eine Ubersicht tber die wichtigsten pro- und antiin-
flammatorischen Zytokine ist in Tabelle 2 dargestellt. Zellen des angeborenen Immunsys-
tems (Monozyten, Makrophagen) sezernieren den Tumornekrosefaktor-a (TNFa) und das
Interleukin 1 (IL-1) (Dinarello 1997). Diese sogenannten ,Alarmzytokine“ (Bauer et al.
2006) initiieren weitere Signalwege (Cohen 2002). Dazu gehdrt die Sekretion vieler Medi-
atoren, wie z.B. der Interleukine IL-6, IL-8, IL-15 und IL-18 (Cohen 2002) sowie des High-
mobility group box-1-Proteins (HMGB 1) (Riedemann et al. 2003). Weiterhin kommt es zur
Sekretion von Chemokinen mit dem Ziel, naive, zum adaptiven Immunsystem gehoérende
T-Lymphozyten anzulocken und zu aktivieren (Janeway und Medzhitov 2002). Aktivierte
T-Zellen kdnnen Zelltyp-abhangig proinflammatorische und antiinflammatorische Zytokine
sezernieren. Der Mechanismus, ob ein Pathogen T-Helferzellen vom Typ 1 (Twi) oder
Typ 2 (Th2) aktiviert, ist vermutlich vom jeweiligen Erreger abhangig (Abbas et al. 1996).
Wahrend Twi-Zellen durch die Ausschittung von TNFa, Interferon-y (INFy) und IL-2 proin-
flammatorisch wirken, besitzen Twz-Zellen durch die Freisetzung von IL-4 und IL-10 antiin-
flammatorische Eigenschaften (Abbas et al. 1996, Opal und DePalo 2000). Anhand der
IL-10- und TNFa-Serumkonzentration ist eine Aussage Uber die Mortalitdt der Sepsis
mdglich (Gogos et al. 2000).

1.3. Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und S1P-Rezeptoren
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und die Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren 1, 2, 3,4 und 5

(S1PR1-5) spielen eine wichtige Rolle im Herzkreislauf-, Nerven- und Immunsystem
(Blaho und Hla 2014). Letzteres wird in dieser Arbeit genauer untersucht. S1P wirkt auf
die Immunzellen vor allem durch Effekte auf die Migration, die Steuerung der Lymphozy-
ten-Zirkulation ist einer der am besten erforschten Effekte des S1P (Blaho und Hla 2014).

In der bereits veréffentlichten Arbeit dieser Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Serum-
S1P-Konzentration in der Sepsis signifikant vermindert ist (Winkler et al. 2015). Die Aus-
wirkungen dieser S1P-Konzentrationsveranderung auf die Immunzellen, insbesondere auf
die Lymphozyten, sowie die Expression des S1PR1 in der Sepsis ist unklar. Im Folgenden
wird zunachst auf das S1P und die S1PRs und anschlieBend auf die S1P/S1PR1-

Wirkungen auf Lymphozyten eingegangen.

1.3.1.  Sphingosin-1-Phosphat
Das Sphingosin-1-Phosphat (C1sH3sNO2P) ist die phosphorylierte Form des langkettigen,
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ungesattigten Aminoalkohols Sphingosin (C1sH37NO2). Sphingosine bilden das Grundge-
rist der Sphingolipide und sind in allen eukaryotischen Zellen ein wichtiger Bestandteil

von Membranen (Holthuis et al. 2001).

Die Vorstufen des S1P, Ceramid und Sphingosin, galten lange Zeit als inaktive Abbau-
produkte (Van Brocklyn und Williams 2012). Die Erkenntnis, dass diese Lipide jedoch zum
Teil sehr gegensatzliche biologische Wirkungen auf Zellen haben, veranderte deren Ein-
schatzung. Der sog. Sphingolipid-Rheostat (Abbildung 1) reguliert das Gleichgewicht zwi-
schen S1P und Ceramid bzw. Sphingosin (Maceyka et al. 2002). Die drei ineinander um-
wandelbaren Metabolite verhalten sich diesbezlglich antagonistisch: Wahrend das S1P
das Zellwachstum férdert und die Apoptose verhindert, inhibieren Ceramid und Sphingo-
sin das Zellwachstum und férdern die Apoptose (Cuvillier et al. 1996, Hait et al. 2006,
Maceyka et al. 2002). Die Ceramide stehen im Zentrum des Sphingolipid-Metabolismus
und gelten als dessen Dreh- und Angelpunkt (Hannun und Obeid 2008). Drei Mechanis-

men kdnnen fur einen Anstieg der intrazelluldaren Menge an Ceramid sorgen:

1. Die De-Novo-Synthese am Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Hannun et al.
2001).

2. Die reversible Hydrolyse des aus der Lipidmembran geldésten Sphingomyelins
durch Sphingomyelinasen (Skoura und Hla 2009).

3. Das Recycling durch die Re-Acetylierung von Sphingosin im Rahmen des sog.
Salvage Pathway (Kitatani et al. 2008).

Die Hydrolyse des synthetisierten Ceramids zu Sphingosin erfolgt durch Ceramidasen
(Galadari et al. 2006, Xu et al. 2006). Aufgrund der Umkehrbarkeit der Syntheseschritte
kann das Sphingosin entweder mittels einer Ceramid-Synthase zu Ceramid kondensiert
werden oder zu Sphingosin-1-Phosphat phosphoryliert werden. Letzteres wird durch die
beiden Isoenzyme der Sphingosinkinase (SphK), SphK1 und SphK2, katalysiert. Die
Sphingosinkinasen sind wichtige Regulatoren des Sphingolipid-Reostats, da sie durch
ihre Aktivitat vermutlich antiapoptotisches S1P und durch ihre Inaktivitat proapototisches
Sphingosin synthetisieren (Hait et al. 2006). Eine Deletion beider Sphingosinkinasen ist in
Mausen letal (Mizugishi et al. 2005, Pappu et al. 2007).

S1P wird entweder durch die S1P-Lyase irreversibel zu Phosphoethanolamin und Hexa-
decanal degradiert, wobei letzteres durch Reduktion zu Palmitat dem Lipidstoffwechsel
zugeflhrt werden kann, oder zu Sphingosin umgewandelt (Hannun und Obeid 2008). Ka-

talysiert wird dieser Schritt durch die S1P-spezifischen Phosphatasen S1P-Phosphatase 1
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(SPP1) und S1P-Phosphatase 2 (SPP2) (Johnson et al. 2003, Ogawa et al. 2003) oder
durch unspezifische Lipidphosphat-Phosphatasen (LPP) (Brindley und Pilquil 2009).

Endoplasmatisches sphingomyelin

Retikulum
| Ceramid | -—
[0}
)k/(CHz)nCHs
: HN r——— Salvage
Ho\/H/\/(CHZ)uCH3 eramid Synthase Pathway
OH

Sphingosin

3
Ho\/H/\v(CHz)uCHs
SPPS/LPPs

| Sphingosin-1-Phosphat

NH,*
HO
\P/o X (CH)1,CH,
o” '\
OH OH

b

Phosphoethanolamin Hexadecanal

Abbildung 1: Darstellung des S1P-Metabolismus. S1P, Sphingosin-1-Phosphat; SPP, Sphingosin-Phosphatase;
LPP, Lipidphosphatase.

Grundsatzlich sind alle Zellen zur S1P-Synthese fahig. Es gibt bestimmte Zellen bzw. bio-
logische Speicher, die als Hauptquellen gelten. Hierzu gehéren die Thrombozyten (Yatomi
et al. 1995) und die Erythrozyten (Hanel et al. 2007, Ito et al. 2007, Pappu et al. 2007).
Vaskuldre Endothelzellen sind ebenfalls an der Regulation der S1P-Konzentration betei-
ligt. In vitro Experimente zeigten eine, durch auf das Endothel wirkende laminare Scher-
krafte induzierte, gesteigerte Synthese und Sekretion von S1P (Venkataraman et al.
2008). Die S1P-Konzentration in der Lymphe wird vermutlich eigenstandig durch die S1P-
Synthese lymphatischer Endothelzellen kontrolliert (Pappu et al. 2007).

Fir die Migration von Immunzellen ist ein S1P-Gradient wichtig. Die Konzentration eines
lokalen S1P-Gradienten kann durch die jeweilige Enzymaktivitat der fur den Sphingolipid-
Metabolismus wichtigen Enzyme bestimmt werden (Abbildung 1). S1P ist im Gewebe auf-
grund der schnellen Degradation durch die gewebestandige S1P-Lyase instabil (Rivera et

al. 2008). Wahrend im lymphatischen und nicht-lymphatischen Gewebe somit niedrige
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S1P-Konzentrationen vorliegen, ist die S1P-Konzentration in Blut und Lymphe, wie in Ab-
bildung 2 dargestellt, erhdht (Pappu et al. 2007, Schwab et al. 2005).
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>
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lymphatisch nicht-lymphatisch

hohe niedrige hohe
extrazelluldre extrazelluldre extrazelluldre
[S1P] [S1P] [S1P]

. /

Abbildung 2: Darstellung der S1P-Konzentration in Abhangigkeit von der Umgebung. S1P, Sphingosin-1-Phosphat.

Sowohl im Plasma als auch im Serum liegt das S1P in einer, vor der Degradation ge-
schitzten, proteingebundenen Form vor (Murata et al. 2000). S1P bindet vor allem an
Lipoproteine. Primar an das High-density lipoprotein (HDL) (Aoki et al. 2005, Okajima
2002). Wobei das Apolipoprotein M vermutlich das eigentliche Bindeprotein fur S1P ist
(Christoffersen et al. 2011). Auch das Low-density lipoprotein (LDL) sowie das Plasma-
protein Albumin kdnnen S1P binden (Aoki et al. 2005, Okajima 2002).

1.3.2.  Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren

1991 wurde erstmals beschrieben, dass unterschiedliche S1P-Konzentrationen das Zell-
wachstum beeinflussen (Zhang et al. 1991). Der Signalmechanismus des S1P gilt als evo-
lutionar konserviert, da S1P auch in Hefen, Fliegen und Wirmern nachweisbar ist (Skoura
und Hla 2009). Die Bedeutung des S1P als Kontroll-Molekul diverser physiologischer so-
wie pathologischer Signalwege wurde mit der Entdeckung des S1P als Ligand der En-
dothelial differentiation gene (EDG)-1-Rezeptor-Familie deutlich (Lee et al. 1998). Dem
folgte die Entdeckung von EDG-3, EDG-5, EDG-6 und EDG-8 als weitere S1P-
Rezeptoren (Malek et al. 2001, Spiegel 2000). Diese Erkenntnisse fiihrten zur Anderung
der Nomenklatur der EDG-Rezeptoren, so dass aus den Rezeptoren EDG-1, EDG-5,
EDG-3, EDG-6 und EDG-8 die Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren S1PR1, S1PR2,
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S1PR3, S1PR4 und S1PR5 wurden (Chun et al. 2002). Das S1P wirkt zwar hauptsachlich
Uber die Bindung an die EDG-Rezeptoren. Allerdings hat es zusatzlich eine intrazellulare
Funktion als sogenannter Second-Messenger. Das S1P nimmt so z.B. Einfluss die Kon-
trolle der Calcium-Homdostase (Mattie et al. 1994) sowie auf den Schutz vor der Apopto-
se (Cuvillier et al. 1996).

Die EDG-Rezeptoren sind Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Protein (G-Protein) -
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) und besitzen sieben Transmembrandoméanen. Die hete-
rotrimeren G-Proteine dissoziieren nach ihrer Aktivierung in ihre Untereinheiten (a, B/y)
und aktivieren verschiedene Signalwege. Die vielfaltigen zellularen Effekte des S1P ent-
stehen, in Abhangigkeit des jeweiligen G-Proteins, durch die Aktivierung bzw. Inhibierung
verschiedener Effektormolekile. Eine Ubersicht der Signalwege ist in Abbildung 3 darge-
stellt. Die Kopplung der S1PRs mit den G-Proteinen ist abhangig von dem jeweiligen Re-
zeptor-Subtyp, findet aber vor allem Uber die Untereinheiten G;, G, sowie G113 statt
(Ancellin und Hla 1999, Malek et al. 2001, Windh et al. 1999). Wahrend G;, Pertussis-
Toxin (PTX)-abhangig, das Uberleben, die Proliferation und die Motilitat der Zellen beein-
flusst, aktiviert Gq vor allem Signalwege mit zahlreichen Effektorfunktionen. G113 wirkt auf
den Umbau des Zytoskelettes und auf Anderungen der Zellform ein (Rosen und GoetzI
2005).

Die einzelnen S1PRs zeigen innerhalb von Zellen und Geweben verschiedene Expressi-
onsmuster (Sanchez und Hla 2004). S1PR1-3 werden nahezu ubiquitar exprimiert (Spie-
gel 2000). S1PR4 wird Uberwiegend auf lymphatischen und hamatopoetischen Zellen und
Geweben sowie in der Lunge exprimiert (Graler et al. 1998). S1PR5 Iasst sich vorwiegend
im Gehirn und in der Milz nachweisen (Im et al. 2001, Im et al. 2000, Malek et al. 2001).
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Abbildung 3: Uberblick {iber die Signaltransduktion der S1P-Rezeptoren 1-5 mit Darstellung der G-Protein-
Dissoziation in die a- und B/y-Untereinheit mit nachfolgenden Aktivierungsketten.AC, Adenylcyclase; Ca?*, Calcium;
cAMP, cyclisches Adenosinmonophasphat; JNK, c-Jun N-terminale Kinase; MAPK, Mitogen-activated protein-
Kinasen; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase; PLC, Phospholipase C; PKC, Proteinkinase C; S1PR, S1P-Rezeptor.
[Abbildung modifiziert und nachgezeichnet nach Spiegel und Milstien (2003)]

1.3.3.  Einfluss der S1P-S1PR1-Achse auf die Lymphozyten

S1P beeinflusst die Migration von T-und B-Lymphozyten. Die chemotaktischen Wirkungen
des S1Ps werden durch die S1P-Konzentration im Plasma sowie durch die S1PR-
Oberflachenexpression der lymphatischen Zellen bestimmt. Bei niedrigen Plasmakonzent-
rationen (10 nM bis 0,1 uM) hat das S1P eine direkte chemotaktische Wirkung auf T-
Zellen (Graeler und Goetzl 2002). Bei héheren S1P-Plasmakonzentrationen (0,3 uM bis
3 uM) kdnnen die chemotaktischen Effekte des S1P auf T-Zellen um bis zu 70 % reduziert
sein (Graeler et al. 2002).

Der Einfluss des S1P auf die Lymphozyten-Zirkulation konnte anhand des Immunmodula-
tors FTY720 (Fingolimod) beobachtet werden. Das Prodrug FTY720 besitzt durch eine
Sphingosinkinase-vermittelte Phosphorylierung strukturelle Ahnlichkeiten zum S1P
(Brinkmann et al. 2002, Clemens et al. 2003) und bindet nicht selektiv sowie mit hoher
Affinitat vor allem an S1PR1 aber auch an S1PR 3-5 (Brinkmann et al. 2002, Mandala et
al. 2002). Das phosphorylierte FTY720, FTY720-P, wirkt agonistisch auf die S1PRs. Nach
langerer Applikation wirkt es jedoch als funktioneller Antagonist: Nach Bindung des
FTY720-P an S1PR1 kommt es zur Rezeptor-Internalisierung und -Degradation (Graler
und Goetzl 2004, Oo et al. 2007). Die so induzierte Rezeptor-Downregulierung verursacht

eine verminderte Empfindlichkeit der Lymphozyten auf den S1P-Gradienten (Brinkmann
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et al. 2004). Anhand einer Blockade der S1PR1-kontrollierten Lymphozyten-Zirkulation
lieRen sich verminderte Lymphozytenzahlen im Blut beobachten (Pinschewer et al. 2000,
Yanagawa et al. 1998). Man entdeckte, dass diese Lymphopenie durch eine Blockade
des Lymphozyten-Austritts aus den sekundaren lymphatischen Organen verursacht wurde
(Mandala et al. 2002, Pinschewer et al. 2000). Therapeutische Anwendung findet dieser
Mechanismus in der Therapie der schubweise remittierenden Multiplen Sklerose (Cohen
et al. 2010, Kappos et al. 2010). Unter dem Namen Gilenya® ist das FTY720 seit Marz
2011 als Zweitlinientherapie nach einer nicht erfolgreichen Behandlung der Patienten mit
Interferon B (INFB) oder bei Patienten mit einer rasch fortschreitenden Form der Erkran-

kung in Anwendung (Deutsche Gesellschaft flir Neurologie 2012).

Die Regulation der Lymphozyten-Zirkulation erfolgt iber den S1PR1 (Sanna et al. 2004).
Matloubian et al. zeigten in Knockout-Mausen, deren hamatopoetischen und lymphati-
schen Zellen keinen S1PR1 exprimierten, eine Anderung der Verteilung der T- und B-
Lymphozyten (Matloubian et al. 2004). Wahrend die T-Lymphozyten im Thymus akkumu-
lierten und im Blut sowie in den SLO fehlten, reicherten sich die B-Lymphozyten in den
peripheren lymphatischen Organen an und waren im Blut sowie in der Lymphe reduziert
(Matloubian et al. 2004). Zu ahnlichen Erkenntnissen kamen Lo et al. anhand von Maus-
modellen, in denen retroviral eine S1PR1-Uberexpression induziert wurde (Lo et al. 2005).
Diese fuhrte zur Reduktion der B-Zellen in den SLO und férderte den Austritt aktivierter T-
Zellen aus den Lymphknoten (Lo et al. 2005).

Voraussetzung fir die Zirkulation der Lymphozyten ist ein S1P-Konzentrationsgradient
zwischen Blut bzw. Lymphe und lymphatischem bzw. nicht-lymphatischem Gewebe
(Abbildung 4). Die Lymphozyten erkennen diesen Gradienten dabei Uber den S1PR1
(Schwab et al. 2005). In sekundaren Lymphorganen ist der S1PR1 auf Lymphozyten
hochreguliert (Lo et al. 2005) und die S1P-Konzentration im lymphatischen Gewebe nied-
rig (Pappu et al. 2007, Schwab et al. 2005). In Blut und Lymphe hingegen ist die S1P-
Konzentration hoch (Pappu et al. 2007, Schwab et al. 2005) und der S1PR1 auf Lympho-
zyten herunterreguliert (Lo et al. 2005). Nach Migration der Lymphozyten aus dem Blut in
die sekundaren Lymphorgane kommt es aufgrund dort herrschender niedriger S1P-
Konzentrationen dementsprechend zu einer Hochregulation des S1PR1 auf Lymphozyten.
Die Lymphozyten kdnnen dann erleichtert aus den Lymphorganen auswandern (Allende
et al. 2004, Matloubian et al. 2004). Bei Migration der Lymphozyten aus den sekundaren
Lymphorganen in die S1P-reichere Lymphe kommt es dann wiederum zu einer Downre-
gulation des S1PR1 auf den Lymphozyten. Im peripheren Blut bleibt die S1PR1-

Expression auf den Lymphozyten niedrig, so dass eine Rezirkulation in die sekundaren
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Lymphorgane entlang des S1P-Konzentrationsgradienten mdglich ist (sog. Lymphozyten-
Homing). Gleichen sich die S1P-Konzentrationen an, so kommt der Austritt der Lympho-
zyten aus den Lymphorganen zum Erliegen (Pappu et al. 2007). Aufrechterhalten wird der
Gradient durch die Degradation des S1P mittels S1P-Lyase (Schwab et al. 2005) und
durch die S1P-Synthese mittels der S1P-Kinasen (Pappu et al. 2007). In der Lymphe
spielen lympheigene Mechanismen eine Rolle fur die Aufrechterhaltung des Gradienten
(Pappu et al. 2007).

Blut SR Lymhhe

hohe
extrazelluldre
[S1P]

hohe niedrige
extrazelluldre extrazelluldre
[S1P] [S1P]

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Lymphozytenzirkulation zwischen Blut, Lymphe und Lymphorganen in
Abhangigkeit der S1P-Konzentration und S1PR1-Expression auf den Lymphozyten. S1P, Sphingosin-1-Phosphat;
S1PR1, Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor [modifiziert nach (Lo et al. 2005)].

Die S1PR1-vermittelte Migration der T-Lymphozyten aus den Lymphorganen ist ein streng
regulierter Prozess. Die erste Regulierung findet zunachst wahrend der Reifung der T-
Lymphozyten im Thymus statt (Matloubian et al. 2004). Dort férdert S1PR1 den T-Zell-
Austritt (Allende et al. 2004, Matloubian et al. 2004). Wohingegen der Chemokinrezeptor 7
(CCR7) antagonistische Signale vermittelt (Ishimaru et al. 2012, Matloubian et al. 2004).
In der frihen Phase der T-Zell-Reifung Uberwiegt das CCR7-Signal (Matloubian et al.
2004). In der spaten Phase der T-Zell-Reifung ubertrifft das S1PR1-Signal das CCR7-
Retentionssignal und es kommt zum Austritt der T-Zellen in die Peripherie (Allende et al.
2004, Ishimaru et al. 2012, Matloubian et al. 2004). Ahnliche Regulationsmechanismen
gelten fUr den Austritt von T-Effektorzellen aus den Lymphknoten in die Zirkulation (Pham
et al. 2008). Auf transkriptioneller Ebene wird der S1PR1 durch den Transkriptionsfaktor

Kriippel-like factor 2 (KLF2) reguliert. Die Expressionsmuster des KLF2 spiegeln wahrend
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der frGhen T-Zell-Aktivierung und im Laufe der T-Zell-Differenzierung die Expressions-
muster des S1PR1 wider (Bai et al. 2007). Knockout-Mause mit einem KLF2-Defekt zeig-
ten einen gestorten T-Zell-Austritt aus dem Thymus in die Peripherie (Carlson et al. 2006).
Der Cluster of Differentiation 69 (CD69), einer der ersten von T-Zellen exprimierten Ober-
flachenrezeptoren, ist ein funktioneller Antagonist des S1PR1. Durch eine Immunprazipi-
tation der beiden Rezeptoren reguliert der CD69 den S1PR1 auf der posttranskriptionellen
Ebene (Shiow et al. 2006). Diese Komplexbildung gleicht einer Liganden-gebundenen
Konformation und initiiert die Internalisierung sowie die Degradation des S1PR1 (Banko-
vich et al. 2010). Dementsprechend inhibiert CD69 die S1PR1-vermittelte Chemotaxis und
den Austritt der Lymphozyten aus den lymphatischen Organen (Shiow et al. 2006). Die
Interaktion zwischen dem CD69 und dem S1PR1 geschieht in einer reziproken Weise,
wobei jeweils der Rezeptor mit der hdheren Expression in seiner Wirkung tberwiegt (Chu
et al. 2003, Shiow et al. 2006).
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2. Methoden

2.1. CySep-Studie

Die CySep-Studie dieser Arbeitsgruppe ist eine prospektive Kohortenstudie bei der der
Patienteneinschluss Uber einen Zeitraum von acht Monaten (04/2014 — 11/2014) erfolgte
(Winkler et al. 2015). Die Zielgruppe dieser Studie waren Patienten, die an einem SIRS
bzw. einer Sepsis erkrankt waren. Samtliche Patienten waren zum Zeitpunkt des Studien-
einschlusses intensivpflichtig und befanden sich auf den Intensivstationen des Universi-
tatsklinikums Hamburg Eppendorf (UKE). Eine Zustimmung der Studiendurchfihrung sei-
tens der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg auf der Grundlage der Deklaration
von Helsinki (1964) lag vor (Bearbeitungsnummer PV4550). Die Studienteilnehmer bzw.
deren bevollmachtigten Betreuer stimmten der Teilnahme an der Studie sowie der Verof-
fentlichung ihrer Daten in anonymisierter Form durch Unterzeichnung eines entsprechen-
den Formblatts zu (Kapitel 8.2).

Insgesamt wurden 100 Patienten in die Studie eingeschlossen, die anhand des Schwere-
grades der Sepsis in drei Gruppen eingeteilt wurden. Der Gruppe A wurden Patienten, die
das klinische Bild eines SIRS oder einer Infektion zeigten, zugeordnet (n=40). Der Grup-
pe B wurden Patienten, die das klinische Bild einer schweren Sepsis zeigten, zugeordnet
(n=30). Der Gruppe C wurden Patienten, die das klinische Bild des septischen Schocks
zeigten, zugeordnet (n=30). Daruber hinaus wurden 20 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter
sowie Studentinnen und Studenten des UKEs fiir die Kontrollgruppe K (n=20) in die Stu-

die eingeschlossen.

Als Einschlusskriterien galten die Leitlinien der deutschen Sepsisgesellschaft bezlglich
der jeweiligen Schweregrade der Sepsis (vgl. Kapitel 1.1.2). Ausschlusskriterien waren
eine Schwangerschaft bzw. Stillzeit, ein kardiogener Schock sowie ein moribunder Status.
Weiterhin flhrten ein Alter unter 18 Jahren und ein fehlendes Einverstandnis zum Studi-

enausschluss.

2.1.1.  Studienablauf

Wie bei Winkler et al. beschrieben, wurden an insgesamt drei Tagen entweder Blutent-
nahmen vorgenommen und/oder klinische Daten erhoben (Winkler et al. 2015). Die Stu-
dientage waren von sechs Uhr des Vortages bis sechs Uhr des Folgetages definiert. Am
Einschlusstag (Tag 0) hat in der Regel keine Blutenthahme stattgefunden, es sei denn

Tag 1 fiel aus organisatorischen Grinden auf Tag 0. In der Gruppe B und C fand an
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Tag 1, Tag 3 sowie an Tag 7 eine Blutentnahme sowie die Erhebung klinischer Daten
statt. Fur die Gruppe A erfolgte sowohl die Blutentnahme als auch die Erhebung der klini-
schen Daten nur an Tag 1. Der Tag 28 galt fur alle drei Gruppen als Follow-Up Tag und
diente der Uberpriifung des Uberlebens der Patienten. Bei der Kontrollgruppe K fand eine
einmalige Entnahme von Blutproben statt. Fur die Untersuchung des Rezeptorstatus der
PBMC wurden aus der Patienten-Gesamtpopulation dieser Arbeitsgruppe (Winkler et al.
2015) jeweils 15 Patienten aus der Gruppe A, B und C selektiert, so dass sich die in die-
ser Arbeit untersuchte Patienten-Gesamtpopulation aus 45 Patienten sowie 20 Kontrollen
zusammensetzte (Abbildung 5). Im Unterschied zu der Untersuchung von Winkler et al.
bezogen sich die Untersuchungen dieser Arbeit ausschliel3lich auf die Betrachtung von
Studientag 0 und Studientag 1. Die Blutentnahme erfolgte tiberwiegend Uber einen arteri-
ellen Zugang. Bei Fehlen eines arteriellen Zugangs fand eine Blutentnahme aus dem ve-
ndsen System statt (zentralvends oder peripher). An den Studientagen wurden jeweils ein
Serum-, ein Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-, ein Gerinnungs- und ein Blutgasanalyse-
réohrchen abgenommen. Das Zentrallabor des UKEs bestimmte daraus weitere Parame-
ter: Blutbild und Differentialblutbild, Gerinnungsparameter (Quick-Wert), Fettstoffwechsel-
parameter (Very low-density lipoprotein (VLDL), Low-density lipoprotein (LDL), High-
density lipoprotein (HDL)), Leberfunktionsparameter (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Glutamatdehydrogenase (GLDH), Al-
bumin, Bilirubin), Entzindungsparameter (Procalcitonin (PCT), C-reaktives Protein (CRP),
Interleukin-6 (IL-6)), Kreatinin, Harnstoff und Laktat.

Fur die S1P-Bestimmung wurde ein Serum- und ein EDTA-R&hrchen abgenommen. Fir
die Separierung der PBMC erfolgte eine zusatzliche Blutenthahme mittels eines BD Vacu-
tainer® Cell Preparation Tube (CPT) Systems. Diese drei zusatzlich abgenommenen Pro-
benentnahmerdhrchen wurden innerhalb von drei Stunden im Labor der Gefalmedi-

zin/Intensivmedizin des UKEs aufgearbeitet.
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Abbildung 5: Ubersicht der Studien-Kohorte und Studien-Subkohorte unter Angabe der Zeitpunkte der Probennah-
me.

21.2.

Die EDTA-Réhrchen wurden bei 3000 revolutions per minute (rpm) fir 15 Minuten im

Probenaufarbeitung

Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieBend sind jeweils 500 ul des Uber-
standes in 1,5 ml-Eppendorf-Tubes aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung eingefro-
ren worden (-20 °C). Nachdem die Serum-Réhrchen 120 Minuten aufrecht und bei Raum-
temperatur aufbewahrt wurden, sind sie ebenfalls flir 15 Minuten bei 3000 rpm unge-
bremst zentrifugiert worden. Der Uberstand wurde in Mengen von jeweils 500 ul auf

1,5 ml-Eppendorf-Tubes verteilt und ebenso wie die EDTA-Proben eingefroren (-20 °C).

Die BD Vacutainer® CPT-Rdhrchen wurden zunachst acht- bis zehn Mal vorsichtig ge-
schwenkt. AnschlielRend erfolgte eine Zentrifugation bei 1650 relative centrifugal
force (rcf) fir 20 Minuten im Ausschwingrotor ohne Bremse. Nach der Zentrifugation wa-
ren die PBMCs in einer separaten Schicht direkt unterhalb der Plasmaschicht vorzufinden
(Abbildung 6). Diese Schicht konnte mittels einer Pipette aufgenommen und in ein neues
15 ml fassendes Gefall umgefillt werden. Dieses wurde dann mit PBS-Puffer auf 15 ml
aufgefullt. Einem kurzen Mischvorgang folgte eine ungebremste Zentrifugation bei
1300 rpm fiir 15 Minuten. Im Anschluss daran wurde der Uberstand aspiriert, das ent-
standene Zellpellet in ca. 12-14 ml PBS Puffer resuspendiert und via Vortexer gemischt.
Nach diesem Waschvorgang fand eine zweite ungebremste Zentrifugation bei 1300 rpm

fir 10 Minuten statt. AnschlieRend wurde der Uberstand wieder aspiriert und das Zellpel-
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let in 600 pl RLT-Puffer resuspendiert. Dieser Lysispuffer war ein Bestandteil des verwen-
deten RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kits und wurde zuvor mit 1 %igen Beta-Mercapto-
ethanol versetzt. Die Kombination beider Substanzen sorgte flr die Inaktivierung der
RNasen. Die Proben wurden in Sekundarréhrchen umgefillt und bis zur Weiterverarbei-

tung bei einer Temperatur von -80 °C gelagert.

(nicht-zentrifugiert ) (__ zentrifugiert ]

Rote Blutzellen

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines BD Vacutainer® CPT-Rdhrchens. Nach der Zentrifugation befinden
sich die PBMCs in einer separaten Schicht unterhalb der Plasma-Schicht. [Abbildung modifiziert und nachgezeichnet
nach BD Vacutainer® CPT Datenblatt (BD)]

2.1.3.  Erhebung klinischer Daten

Die Erhebung der klinischen Daten der Studienteilnehmer fand im Rahmen der routine-
mafigen, intensivmedizinischen Dokumentation durch pflegerische und arztliche Kollegen
statt. Anhand der aufgezeichneten Vitalparameter, Blutgasanalysen, Beatmungsparame-
ter und der Bilanzierung des Flissigkeitshaushaltes liefsen sich mittels weiterer Einfluss-
grofRen die verwendeten Scoring-Systeme (Kapitel 1.1.5) zur Einschatzung des Krank-

heitszustandes der Studienteilnehmer anwenden.

21.4. S1P-Messung

Die S1P-Messung ist bei Winkler et al. beschrieben und wurde im Institut flr Klinische
Pharmakologie und Toxikologie des UKE Hamburg durchgefuhrt (Winkler et al. 2015).
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2.1.5. RNA-Isolierung

Fur die Extraktion der zellularen Gesamt-RNA aus den PBMC-Zellen wurde das
RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit verwendet. Mittels dieses Verfahrens wurden die Zellen
zunachst lysiert, die RNasen inaktiviert und die Proteine gespalten. Die freigesetzten Nuk-
leinsduren wurden auf eine Saule mit einer Silica-Membran aufgetragen, die diese band.
Nach mehreren Waschschritten konnte die so gereinigte RNA in Nuklease-freiem Wasser
eluiert werden. Anschlieend fand eine photometrische Konzentrationsbestimmung der
isolierten RNA statt.

Nach dem Auftauen der Proben wurde die jeweilige Probe mit 1180 ul Nuklease-freiem
Wasser und 20 pl Proteinase K versetzt. Um die Zellen aufzubrechen wurde das Gemisch
ca. funf bis sechs Mal in einer 1 ml-Feindosierungsspritze mit einer Sicherheitsinjektions-
kanile aufgezogen. Im Anschluss daran fand eine Inkubation der Proben bei 55 °C fir
30 Minuten statt. Hierdurch wurden die Proteine der Probe durch Proteinase K enzyma-
tisch zersetzt. Nach der Inkubation erfolgte eine Zentrifugation der Proben bei 10 000 x g
fur drei Minuten. Dann wurde der Uberstand auf 2 ml-Eppendorf-Tubes aufgeteilt. Um die
Bindung der DNA an die Silica-Membran der Saule zu erhéhen, wurde jeweils 900 ul des
Uberstands mit 450 ul 96 %igen Alkohols vermischt. Dann wurden 700 pl des Lysats auf
die RNeasy-Saule Ubertragen und bei 8000 x g fir eine Minute zentrifugiert. Unter Ver-
werfung des Uberstandes wurde dieser Schritt so lange wiederholt, bis das Lysat voll-
standig verbraucht war. Diesem Schritt folgte das Waschen mit dem RW1-Puffer. Hierfur
wurden 350 pl RW1-Puffer auf die RNeasy-Saule Ubertragen und anschliefend bei
8000 x g fur drei Minuten zentrifugiert. Zum Abbau der ebenfalls an der Saule gebunde-
nen genomischen DNA wurde eine DNase-Lésung (10 pl DNase1 + 70 pl RDD-Puffer) auf
die Saule pipettiert und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubation fand ein zweiter Waschvorgang mit dem RW1-Puffer statt. Hierflr wurden je-
weils 350 pl RW1-Puffer auf die Saule Ubertragen. Dem folgte eine Zentrifugation bei
8000 x g fuir eine Minute mit anschlieRender Verwerfung des Uberstandes. Die S&ule
wurde dann mit 500 yl RPE-Puffer befillt und bei 8000 x g fur eine Minute zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand wurde wiederum verworfen. Die Séule wurde abermals mit
500 ul RPE-Puffer versetzt und bei 8 000 x g fir zwei Minuten zentrifugiert. Unter Verwer-
fung des Uberstandes fand direkt im Anschluss eine weitere Zentrifugation der RNeasy-
Saule bei > 10 000 x g fur eine Minute statt. Zum Schluss wurde die RNeasy-Saule in ein
neues 1,5 ml-Eppendorf-Tube Ubertragen. Nach dem Auftragen von 50 pl Nuklease-freies
Wasser auf die Saule wurden die Proben nochmals bei 8000 x g fur eine Minute zentrifu-

giert.
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Die Konzentration sowie die Reinheit der einzelnen RNA-Proben wurden anhand einer
spektralphotometrischen Messung bestimmt. Hierzu wurden jeweils 2 pl der jeweiligen
RNA-Proben sowie zweimal 2 yl Nuklease-freies-Wasser zwecks Eichung auf die dafur
vorgesehene Flache appliziert. Die Absorption wurde einerseits bei einer Wellenlange von
260 nm (A260), dem Absorptionsmaxium von Nukleinsduren, andererseits bei einer Wel-
lenlange von 280 nm (A280), dem Absorptionsmaximum von Proteinen, gemessen. Eine
optische Dichte (OD) bei A260 mit dem Wert eins entspricht einer Konzentration von
40 pg/ml einzelstrangiger RNA. Der Quotient aus A260 und A280 zeigt Verunreinigungen

der RNA mit Proteinen an. In dieser Arbeit lag der Quotient zwischen 1,9 und 2,6.

2.1.6. Reverse Transkription

Vor der weiteren Analyse der zelluldaren RNA mittels quantitativer PCR musste diese zu-
nachst in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Fr die reverse Transkrip-
tion der messenger RNA (mRNA) wurde das Maxima® First Strand cDNA Synthesis-Kit
verwendet. Dazu wurden jeweils 200 ng RNA mit 4 pl 5X Reaction-Mix und 2 pl Maxi-
ma® Enzyme-Mix in 0,2 ml-Eppendorf-Tubes pipettiert. Um auf ein Gesamtvolumen von

20 pl zu kommen, wurde Nuklease-freies Wasser hinzugefugt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese

Substanz Volumen (ul)
5X Reaction Mix 4

Maxima® Enzyme Mix 2

Probe 200 ng
Nuklease-freies Wasser ad 20

Total 20

Im Anschluss daran erfolgte eine Inkubation fur zehn Minuten bei 25 °C (Tabelle 4). Dann
erfolgte die cDNA-Synthese bei 50 °C fur 30 Minuten. Abgeschlossen wurde die Reaktion
bei 85 °C fur finf Minuten.

Tabelle 4: Reaktionsschritte der cDNA-Synthese

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min.)
Inkubation 25 10

Synthese 50 30
Termination 85 5
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2.1.7. Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Die von Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion (PCR) (1983) dient der enzymati-
schen Vervielfaltigung kleinster, von Oligonukleotid-Primern flankierten Nukleinsaure-
Segmenten mithilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase. Die PCR lauft in ca. 30-50
Zyklen ab, wobei die einzelnen Zyklen kontinuierlich in der gleichen Reihenfolge stattfin-
den. Der initialen DNA-Denaturierung zum Trennen der Doppelstrange, folgt das soge-
nannte Annealing, die Anlagerung der Primer an die zu amplifizierende Sequenz (Templa-
te). AnschlieRend erfolgt die sog. Elongation mit der Anlagerung komplementarer Basen-
paare an den neu zu synthetisierenden Einzelstrang, so dass die Amplifikate am Ende der
PCR als doppelstrangige DNA vorliegen. Die quantitative Real Time PCR ist eine Weiter-
entwicklung der PCR und erlaubt eine zusatzliche Quantifizierung der mRNA. Anhand
einer Fluoreszenzmessung kann mittels der zunehmenden Fluoreszenz die Menge der
gebildeten Nukleinsduren beobachtet werden. Als Fluoreszenzquelle kann man entweder
eine sequenzspezifische Sonde oder einen sequenzunspezifischen Farbstoff verwenden.
Letzterer kam bei dieser Arbeit in Form des DNA-Farbstoffes SYBR GREEN zum Einsatz.
Die Quantifizierung der mRNA kann absolut anhand einer Standardkurve oder relativ mit-
tels eines Referenzgens stattfinden. Letzteres sollte stabil und nicht-reguliert sein (Pfaffl
2001). Aufgrund dessen sind die am haufigsten verwendeten Referenzgene die soge-

nannten Housekeeping-Gene (Cinar et al. 2013).

Primer sind kurze einzelstrangige, 15-20 Nukleotide lange DNA-Fragmente, die komple-
mentar zu der zu amplifizierenden Sequenz sind und von der DNA-Polymerase aufgrund
ihrer Hydroxygruppe als Startpunkt fur die Polymerisation bendétigt werden. Die Konzent-
ration der Primer hat einen Einfluss auf die Synthese der PCR-Produkte. Daher wurden
alle Primer-Paare vor der gPCR optimiert. Zunachst wurde mittels einer gPCR ein geeig-
netes DNA-Fragment synthetisiert. Hierzu wurde eine humane cDNA als Template mit
den genspezifischen Primer in einem qPCR Ansatz eingesetzt. Die DNA-Fragmente wur-
den mittels des GeneJET™ Purification Kits gereinigt und auf eine Konzentration von
1 ng/pl verdunnt. Zur Feststellung der optimalen Template-Konzentration wurde zunachst
fur alle Gene eine Verdunnungsreihe durchgefuhrt. Hierflir ist das Template in Zehner-
schritten von 1/100 000 auf 1/100 000 000 verdinnt worden. Im Anschluss daran wurde
eine qPCR durchgeflhrt, anhand derer die, fur alle Proben verwendete, Template-
Konzentration von 1/100 000 bestimmt werden konnte. Fir die Primer wurde ebenfalls
eine Verdunnungsreihe durchgefuhrt. Zunachst wurden die Primer in Wasser geldst (End-
konzentration 100 mM). Sense- und Antisense-Primer wurden im Verhaltnis 1/1 gemischt
und verdinnt (1/10; 1/20; 1/50; 1/100; 1/200). Diese wurden mit der zuvor ermittelten

Template-Konzentration in der gPCR analysiert. Ausgehend von einer Konzentration von
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100 uM ist eine 10fach, 5fach, 2fach und 1fach verdinnte Konzentration der Primer her-
gestellt worden. Dem folgte eine qPCR mit der zuvor ausgewahlten Template-
Konzentration. Als optimale Primer-Konzentration stellte sich eine 5fache Template-
Verdunnung (1/100 000) mit einer Primerkonzentration von 2,5 yM heraus. Unter Ver-
wendung von 1 pl Primermix befand sich in den einzelnen PCR-Tubes eine Primerkon-

zentra-tion von 0,25 pM.

Die gPCR wurde im Rotor Gene Q in einem 72-Well-Rotor durchgefuhrt. Sowohl die Pro-
ben als auch die Negativkontrollen wurden dreifach bestimmt. Das Gesamt-
Reaktionsvolumen betrug 10 yl (Tabelle 5). Hierfur wurde zunachst der Mastermix flr
jeden Primer hergestellt. Die 72 0,1 mI-PCR-Tubes sind nach dem entsprechenden Pipet-
tierschema (Abbildung 7) jeweils mit 9 pl Mastermix beladen worden. Erst danach erfolgte
die Zugabe von 1 pl cDNA (1/4 verdinnt) bzw. 1 yl Nuklease-freiem Wasser als Negativ-
kontrolle inklusive Mischvorgang via Pipette. Zum Schluss wurden die Tubes mit den da-

zugehdrigen Caps verschlossen.

Tabelle 5: Mastermix-Reaktionsansatz fiir die einzelnen Proben

Substanz Menge (ul)
Nuklease-freies Wasser 3

Primer 1

SYBR Green 5

cDNA 1

Total 10

cDNA, complementary DANN.

wwor | 999 [2901000] 922[200]090
A2 B11 C8 K4 K5 H,O
o |222 229 [9901222[299 299
A2 B11 Cc8 K4 K5 H,O
wor | 992 299 922]292[222 (292
A8 B12 c13 K7 K9 H,0
o |299]292]292[292[922[229
A8 B12 C13 K7 K9 H,O

Abbildung 7: Exemplarisches Pipettierschema einer 72 Well-Platte. GAPDH, Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydro-
genase; S1PR1, Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1.
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Um die im Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit enthaltene HotStarTaq Plus DNA-Polyme-
rase zu aktivieren und einen gleichzeitigen Start der Reaktionen zu gewahrleisten, wurde
die PCR-Reaktion mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C fur funf Minuten gestartet. Im
Anschluss daran fand die Amplifikation der Proben im Rahmen von 40 Zyklen nach dem
folgenden Schema statt: (1) Denaturierung bei 95 °C flir zehn Sekunden. (2) Annealing
bei 60 °C fur 15 Sekunden. (3) Elongation bei 72 °C fir 20 Sekunden.

Nach jedem Zyklus fand zudem die zuvor beschriebene Fluoreszenzmessung statt. Zum
Ausschluss unspezifischer Nebenprodukte, die unter unglnstigen Reaktionsbedingungen
entstehen kdnnen, wurde zusatzlich eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Hierflr
wurde die doppelstrangige DNA bei der jeweils charakteristischen Schmelztemperatur in
seine Einzelstrange aufgeschmolzen, indem die Temperatur bei gleichzeitiger Fluores-
zenzmessung langsam und kontinuierlich gesteigert wurde (72 °C bis 95 °C, 1 °C per
step). Die Auftrennung der doppelstrangigen DNA in die einzelstrangige DNA flhrte zu
einer Fluoreszenzabnahme. Spezifische PCR-Produkte zeigten hierbei hdhere Schmelz-

punkte, so dass eine Differenzierung von unspezifischen Nebenprodukten moglich war.

Anhand einer entsprechenden Software (Rotor-Gene Q Series V2.3.1) wurde flr alle Pro-
ben eine Basislinie, sogenannter Threshold, gesetzt. Der Threshold markiert den Schwel-
lenwert zwischen dem signifikanten Fluoreszenzanstieg und der Hintergrundfluoreszenz.
Der Schnittpunkt der Basislinie mit der Fluoreszenzkurve befindet sich immer in der expo-
nentiellen Phase der Amplifikation und wird als sogenannter Cycle of Threshold (Ct)-Wert
bezeichnet. Der Cr-Wert beschreibt hierbei denjenigen PCR-Zyklus, bei dem das PCR-
Signal den festgelegten Schwellenwert zum ersten Mal Uberschreitet. Je mehr DNA vor-
handen ist, desto niedriger ist der Ct-Wert. Die Zunahme der Amplifikatmenge ist propor-
tional zur Zunahme der Fluoreszenzintensitat. Setzt man eine 100 %ig effiziente PCR
voraus, so verdoppelt sich sowohl die Amplifikatmenge als auch das Fluoreszenzsignal
pro Zyklus. Dardber hinaus ist der Ct-Wert umgekehrt proportional zur relativen Genex-
pression. In dieser Arbeit wurde sich fur die relative Quantifizierung der mRNA-Menge
anhand des Housekeeping-Gens Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
entschieden. GAPDH ist dafiir bekannt, eines der am stabilsten exprimierten Gene in
PBMCs zu sein (Cinar et al. 2013). Fur die Auswertung der Daten wurden folgenden For-
meln eingesetzt (Pfaffl 2001):

1. ACt = Ct Zielgen — C GAPDH
2. Ratio = 2A¢t

1

3. GAPDHin% = sact 100

ACt
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2.1.8. Statistik

Die Messdaten sind bei fehlender Normalverteilung als Median mit Angabe des Interquar-
tilsabstands (IQR) sowie als Mittelwert mit Angabe der Standardabweichung (SD) ange-
geben. Falls notwendig wurden Messwerte logarithmiert, um eine Normalverteilung zu
erhalten. Fur den Vergleich normalverteilter Messdaten wurde der t-Test verwendet. Flr
den Vergleich nicht-normalverteilter Messdaten wurden nicht-parametrische Tests be-
nutzt. Die Signifikanzanalyse zwischen zwei Gruppen fand anhand des Mann-
Whitney U Tests statt. Fir mehr als zwei Gruppen wurde die Signifikanzanalyse mittels
des Kruskal-Wallis Tests durchgefuhrt. Aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs wurde
auf die Angabe von p<0,001 und p<0,01 verzichtet, so dass ein p-Wert von p<0,05 als
signifikant definiert wurde. Die Berechnung von Haufigkeiten wurde mittels des Fisher-
Yates-Tests berechnet, der bei Stichproben mit kleinem Umfang verwendet wird. Fir die
Korrelationsanalysen der Messdaten kam der Rangkorrelationskoeffizient p (rho) nach
Spearman zum Einsatz. Die gesamte statistische Auswertung fand mithilfe der Software
Graphpad Prism 6.0h® (Graphpad Software®) statt.
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3. Ergebnisse

3.1. Demographische Daten

Die demographischen Daten der untersuchten Gesamtkohorte (n=45) sind in Tabelle 6
dargestellt. Die Patientenkohorte bestand aus 29 Mannern (64 %) und 16 Frauen (36 %).
Das mediane Alter der Patienten (n=45) war 60 Jahre. Patienten mit einem SIRS bzw.
einer Infektion (Gruppe A) wurden am kirzesten auf der Intensivstation behandelt. Patien-
ten im septischen Schock (Gruppe C) waren am langsten auf der Intensivstation. Patien-
ten mit einem SIRS bzw. einer Infektion (Gruppe A) hatten einen signifikant hdheren
SAPS Il und SOFA Score als Patienten im septischen Schock (Gruppe C). Die Konzentra-
tionen der untersuchten Inflammationsmarker waren in Patienten mit einem SIRS bzw.
einer Infektion (Gruppe A) signifikant niedriger als in Patienten im septischen Schock
(Gruppe C). Intraabdominelle (43 %) sowie respiratorische Infektionen (36 %) waren die

haufigste Ursache der Sepsis in der untersuchten Patientenkohorte (Tabelle 7).

Tabelle 6: Charakteristika der Kontroll- und Patientengruppe unter Angabe signifikanter Unterschiede zwischen den
Schweregraden

K Alle A B C **Signifikanz
Kontrolle Patienten SIRS/Infektion schwere septischer (p), Abis C
Sepsis Schock

Anzahl 20 45 15 15 15 n.a.
*Alter, [J] 37 (32-48) 360 (50-70) 55 (38-69) 60 (55-72) 65 (54-70) n.s.
Geschlecht, n [%]

mannlich 11 [55] 29 [64] 8 [53] 13 [87] 8 [53] n.s.

weiblich 9 [45] 16 [36] 7 [47] 2[13] 7 [47] n.s.
Aufnahmegrund, n [%]

medizinisch n.a. 16 [36] 3[20] 7 [47] 6 [40] n.s.

chirurgisch n.a. 29 [64] 12 [80] 8 [53] 9 [60] n.s.
*Lange Aufenthalt ITS n.a. 6 (2-13) 1(1-7) 6 (3-17) 9 (5-34) <0,05
*Lange Aufenthalt KH n.a. 21 (11-52) 17 (9-31) 18 (11-47) 26 (20-103) n.s.
Todesfélle ITS, n [%] n.a. 8 (18) 1(7) 4(27) 3(20) ***n.s.
Todesfélle, n [%] n.a. 9 (20) 1(7) 5(33) 3 (20) ***n.s.
*SAPS I n.a. 34 (20-41) b27 (17-37) 35 (24-41) 37 (24-45) <0,05
*SOFA Score (Tag 1) n.a. 5 (3-8) b4 (1-6) b4 (3-6) 9 (7-14) < 0,05
Inflammationsmarker

*CRP, [mg/l] n.a. 125 (66-204) 72 (30-148) 134 (82-186) 202 (101-256) <0,05

*PCT, [ug/l] n.a. 0,6 (0,3-3,7) ®0,3 (0,1-0,7) ®0,5 (0,2-1,5) 5,0 (0,6-26,0) <0,05

*IL-6, [ng/I] n.a. 168 (44-534)  °72 (18-259) 111 (44-360) 591 (168-848) <0,05

*Laktat, [mmol/l] n.a. 1,3 (1,0-2,2) 1,3 (1,0-1,8) ®1,1 (0,9-1,9) 2,1(1,5-3,8) <0,05

*Anwendung des Medians mit Interquartilsabstand (IQR), **Anwendung des Kruskal-Wallis Tests, ***Anwendung des Fisher-Yates Tests,
@ p<0,05 verglichen mit Kontrolle, ® p<0,05 verglichen mit Gruppe C; CRP, C-reaktives Protein; IL-6, Interleukin-6; ITS, Intensivstation; KH,
Krankenhaus; n.a., nicht anwendbar; n.s., nicht signifikant; PCT, Procalcitonin; SAPS I, Simplified Acute Physiology Score Il; SIRS, Systemic
Inflammatory Response Syndrome; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment.
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Tabelle 7: Ursachen und Lokalisation der Sepsis in untersuchter Patientenkohorte (n=45)

Ursache Anzahl in % [n] Lokalisation
unbekannt 38 [17] n.a.
bekannt 62 [28] n.a.
43 [12] intraabdominell
36 [10] respiratorisch
11 [3] urogenital
4 1] Katheter-assoziiert
4[1] Weichteile/Knochen
4 1] zentralnervés

n.a., nicht anwendbar.

3.2. Immunzellen

Veranderungen der Immunzell-Populationen im peripheren Blut wurden anhand eines
Differentialblutbildes erfasst. Innerhalb der Schweregrade (Gruppe A-C) gab es keine sig-
nifikanten Unterschiede bezlglich der absoluten Zellzahlen (Tabelle 8). In den nachfol-
genden Auffihrungen wurde daher auf eine Unterscheidung in die klinischen Schwere-
grade der Gruppe A-C verzichtet und nur die gesamte Patientenkohorte analysiert und mit
gesunden Kontrollen verglichen.

Die absolute sowie prozentuale Verteilung der Immunzellen in der Kontrollgruppe und in
den Patienten unterschied sich signifikant. Patienten hatten eine Leukozytose mit einer
Neutrophilie, Lymphozytopenie und Monozytose (Abbildung 8). Die mediane Leukozyten-
sowie Neutrophilenzahl war in den Patienten 2-3fach erhoht (Tabelle 8). Die mediane
Lymphozytenzahl war in den Patienten 2,5fach eriedrigt, wahrend die mediane Monozy-
tenzahl in den Patienten 1,8fach erhéht war (Tabelle 8). Prozentual wurde in den Patien-
ten eine Neutrophilie, eine Lymphozytopenie sowie eine nicht signifikante Monozytopenie
registriert (Abbildung 9). Der Unterschied zwischen der prozentualen und der absoluten
Monozytenzahl ist durch die prozentuale Betrachtung aller Immunzellpopulationen be-
dingt. Bei Anstieg der Gesamt-Leukozytenzahl kann eine absolute Erhéhung der Monozy-

tenzahl in der prozentualen Darstellung maskiert sein.

Tabelle 8: Absolute Leukozytenzahlen der Kontroll- und Patientengruppe unter Angabe signifikanter Unterschiede
zwischen den Schweregraden

Zellpopulation K Alle A B C **Signifikanz
[Mrd./1] Kontrolle Patienten SIRS/ schwere septischer (p), Abis C
Infektion Sepsis Schock
*Leukozyten 6 (6-8) 313 (10-18) 13 (12-21) 15 (12-23) 12 (10-18) n.s.
*Neutrophile 4 (3-5) a11 (9-16) 12 (10-20) 10 (9-14) 10 (8-16) n.s.
*PBMC 2,5(2,1-2,8) 21,6 (1,1-2,5) 1,5 (1,1-2,0) 1,7 (1,2-2,7) 1,6 (0,7-3,2) n.s.

*Lymphozyten 2,0 (1,6-2,4) 20,8 (0,6-1,3) 0,7 (0,5-1,2) 1,1(0,7-1,4) 0,8 (0,5-1,3) n.s.
*Monozyten 0,4 (0,3-0,6) 20,7 (0,4-1,0) 0,8(0,6-12)  0,6(0,4-0,8) 0,7 (0,3-1,0) n.s.

*mediane Zellzahlen sowie Interquartilsabstand (IQR), ** Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests, @ p<0,05 bei Vergleich Kontrolle und Patien-
ten anhand des Mann-Whitney U Test; n.s., nicht signifikant; PBMC, periphere mononukleére Blutzellen; SIRS, Systemic Inflammatory
Response Syndrome.
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Abbildung 8: Absolute Anzahl der Leukozyten und -Subpopulationen in Kontroll- und Patientengruppe. Balken zei-
gen die medianen Werte sowie den Interquartilsabstand (IQR). Vergleich von Kontrolle und Patienten anhand des
Mann-Whitney U Test. * p<0,05.
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Abbildung 9: Relative Zusammensetzung der Leukozyten in Kontroll- und Patientengruppe. Balken zeigen arithmeti-
sches Mittel mit Standardabweichung (SD). Vergleich von Kontrolle und Patienten anhand des t-Tests. * p<0,05;
Andere, eosinophile und basophile Granulozyten; n.s., nicht signifikant.
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3.3. Serum-S1P

Unsere Arbeitsgruppe (Winkler et al. 2015) konnte in einer Gruppe von Sepsis-Patienten
(n=100) zeigen, dass die Serum-S1P-Konzentration in der Sepsis signifikant reduziert ist.
Die Patientenkohorte (n=45) dieser Arbeit ist Bestandteil der zitierten Sepsis-Studie. Die
mediane Serum-S1P-Konzentration war in Patienten 2,3fach niedriger als in der Kontrolle
(Tabelle 9) und unterschied sich damit signifikant (Abbildung 10). Patienten mit einem
SIRS bzw. einer Infektion (Gruppe A) unterschieden sich nicht signifikant von Patienten
mit einer schweren Sepsis (Gruppe B). Beide Patientengruppen unterschieden sich je-
doch signifikant (p<0,05) von Patienten im septischen Schock (Gruppe C), in denen die

niedrigsten Serum-S1P-Konzentrationen gemessen wurden.

Tabelle 9: Serum-S1P-Konzentration der Kontroll- und Patientengruppe sowie der Schweregrade unter Angabe der
Signifikanz

K Alle A B C **Signifikanz
Kontrolle Patienten SIRS/ schwere septischer (p), Abis C
Infektion Sepsis Schock
Anzahl, [n] 20 45 15 15 15 n.a.

*S1P, [nmol/l] 1209 (1001-1482) 2521 (281-770) 9681 (542-914) Y630 (331-947) 278 (229-302)  <0,05

*Anwendung des Medians mit Angabe des Interquartilsabstands (IQR), ** Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests, 2 p<0,05 verglichen mit

Kontrolle, ® p<0,05 verglichen mit Gruppe C; n.a., nicht anwendbar; S1P, Sphingosin-1-Phosphat; SIRS, Systemic Inflammatory Response
Syndrome.
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Abbildung 10: Serum-S1P-Konzentration in Kontroll- und Patientengruppe. Balken zeigen die mediane Serum-S1P-
Konzentration sowie den Interquartilsabstand (IQR). Vergleich von Kontrolle und Patienten anhand des Mann-
Whitney-U Test. * p<0,05; S1P, Sphingosin-1-Phosphat.

3.4. MRNA Expression des S1PR1 in PBMC

Die Quantifizierung der mRNA Expression des S1PR1 erfolgte ausschlieRlich in den
PBMC, die im Wesentlichen aus Lymphozyten sowie Monozyten besteht und fand mithilfe
der gPCR statt. Die Verwendung des GAPDH-Gens als interne Kontrolle und als Refe-
renzgen ermdéglichte die Angabe der Rezeptorexpression in GAPDH %.
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Die Gruppen A-C unterschieden sich nicht signifikant bezlglich der mRNA Expression
des S1PR1 in PBMC (Tabelle 10). In der weiteren Auffuhrung wurde daher auf die Diffe-
renzierung in die Schweregrade verzichtet und die gesamte Patientenkohorte (n=45) sta-
tistisch ausgewertet. Die mMRNA Expression des S1PR1 in PBMC von Patienten unter-
schied sich signifikant (p<0,05) von dem der Kontrollen (Abbildung 11). In den Patienten

war die mRNA Expression des S1PR1 5fach niedriger als in den Kontrollen.

Tabelle 10: mRNA Expression des S1PR1 in PBMC der Kontroll- und Patientengruppe sowie der Schweregrade
unter Angabe der Signifikanz

K Alle A B C **Signifikanz
Kontrolle Patienten SIRS/ schwere septischer (p), A-C
Infektion Sepsis Schock
Anzahl, [n] 12 45 15 15 15 n.a.

*S1PR1, [GAPDH %] 7,10 £ 1,80 21,40 £ 1,40 1,40 = 1,40 1,60 = 1,20 1,10 £ 0,80 n.s.

*mittlere mMRNA Expressions sowie Standardabweichung (SD), ** Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests, @ p<0,05 verglichen mit Kontrolle,
n.a., nicht anwendbar, n.s., nicht signifikant; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; PBMC, periphere mononukleére Blutzel-
len; SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome; S1PR1, S1P-Rezeptor 1
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Abbildung 11: mRNA Expression des S1PR1 in peripheren mononuklearen Blutzellen der Kontroll- und Patienten-
gruppe. Die Balken zeigen die medianen Werte sowie den Interquartilsabstand (IQR). Vergleich von Kontrolle und
Patienten anhand des Mann-Whitney-U Test. * p<0,05; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase;
mRNA, messenger RNA; PBMC, periphere mononukledre Blutzellen; S1PR1, S1P-Rezeptor 1.

3.5. Korrelation Serum-S1P und S1PR1-Expression

Zur Berechnung einer moglichen Assoziation der Serum-S1P-Konzentration mit der
mRNA Expression des S1PR1 wurde unter Einschluss der Kontrolle (n=12) der Rangkor-
relationskoeffizient p nach Spearman berechnet. Der S1PR1 zeigte eine positive und sig-

nifikante Korrelation mit der Serum-S1P-Konzentration (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Korrelation der Serum-S1P-Konzentration mit der mMRNA Expression des S1PR1. Ermittelt anhand
des Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman. Kontrollgruppe (Kreise), Signifikanz (p). GAPDH, Glycerinalde-
hyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; S1P, Sphingosin-1-Phosphat; S1PR1, S1P-Rezeptor 1.

3.6. Korrelation Serum-S1P und S1PR1-Expression mit

Immunzellen

3.6.1. Serum-S1P und Immunzellen

Zur Uberprifung mdglicher Assoziationen der Serum-S1P-Konzentration mit den Immun-
zellzahlen wurde unter Einschluss der Kontrolle (n=20) ein Rangkorrelationskoeffizient
p nach Spearman berechnet (Tabelle 11). Es zeigte sich eine signifikante negative Asso-
ziation (p<0,05) der Serum-S1P-Konzentration mit der absoluten Zahl aller Leukozyten
sowie der Neutrophilen (Abbildung 13). Die PBMC- und die Lymphozytenzahlen korrelier-
ten hingegen positiv mit der Serum-S1P-Konzentration (Abbildung 14). Die Monozyten-

zahl war nicht mit der Serum-S1P-Konzentration assoziiert.

Tabelle 11: Korrelation der Immunzell-Populationen mit Serum-S1P-Konzentration der Kontroll- und Patientengruppe unter
Angabe des Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman und der Signifikanz

Zellpopulation Spearman r Signifikanz
[Mrd./1] (P) (9]
Leukozyten -0,44 <0,05
Neutrophile -0,43 <0,05
PBMC +0,29 <0,05
Lymphozyten +0,42 <0,05
Monozyten -0,24 n.s.

n.s., nicht signifikant; PBMC, periphere mononukleéare Blutzellen; S1P, Sphingosin-1-Phosphat.
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Abbildung 13: Korrelation der Serum-S1P-Konzentration mit Leukozyten und Neutrophilen. Ermittelt anhand des

Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman. Kontrollgruppe (Kreise), Signifikanz (p).
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Abbildung 14: Korrelation der Serum-S1P-Konzentration mit peripheren mononuklearen Blutzellen und Lymphozy-

ten/Monozyten.
pe (Kreise), Signifikanz (p). S1P, Sphingosin-1-Phosphat.
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3.6.2.

S1PR1-Expression und Immunzellen

Zur Analyse einer mdglichen Assoziation des S1PR1 in PBMC mit der Immunzellzahl

wurde unter Einschluss der Kontrolle (n=12) der Rangkorrelationskoeffizient p nach Spe-

arman berechnet (Tabelle 12). Es wurde kein Zusammenhang zwischen der mRNA Ex-
pressions des S1PR1 und der Zellzahl der PBMC gefunden. In der Subgruppenanalyse

war jedoch die Lymphozytenzahl positiv und die Monozytenzahl negativ korreliert

(Abbildung 15).

Tabelle 12: Korrelation der mRNA Expression des S1PR1 in PBMC mit PBMC sowie Lymphozyten und Monozyten
der Kontroll- und Patientengruppe unter Angabe des Rangkorrelationskoeffizienten p nach Spearman und der Signi-

fikanz
Rezeptor Zellpopulation Spearman r Signifikanz
(P) (9]
S1PR1 PBMC +0,19 n.s.
Lymphozyten +0,46 <0,05
Monozyten -0,44 <0,05
n.s., nicht signifikant; PBMC, periphere mononukleédre Blutzellen; S1PR1, S1P-Rezeptor 1.
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Abbildung 15: Korrelation der S1PR1-Expression mit peripheren mononuklearen Blutzellen und Lymphozyten sowie
Rangkorrelationskoeffizienten
pe (Kreise), Signifikanz (p). GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; S1PR1, S1P-Rezeptor 1.
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p nach Spearman. Kontrollgrup-
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3.7. Beantwortung der wissenschaftlichen Fragestellung

Fragestellung 1: Wie verandert sich das Differentialblutbild von Sepsis-Patienten im Ver-

gleich zu einer gesunden Kohorte?

Die Sepsis-Patienten zeigten absolute und prozentuale Zellzahl-Veranderungen innerhalb
der Leukozytensubpopulationen. Es fand sich eine Leukozytose, begleitet von einer

Neutrophilie, einer Lymphopenie sowie einer Monozytose.

Fragestellung 2: Ist die Serum-S1P-Konzentration in dieser Patienten-Kohorte (n=45) ver-
andert?

Die Sepsis-Patienten zeigten im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe signifikant

erniedrigte Serum-S1P-Konzentration. Die Serum-S1P-Konzentration in Patienten mit
einem septischen Schock war signifikant niedriger als in Patienten anderer klinischer Sta-

dien.

Fragestellung 3: Ist die Expression des S1PR1 in Sepsis-Patienten im Vergleich zu einer

gesunden Kohorte verandert?

Die mRNA Expression des S1PR1 war in Sepsis-Patienten im Vergleich zur Kontrolle

signifikant reduziert.

Fragestellung 4a: Besteht eine Assoziation der Serum-S1P-Konzentration mit der S1PR1-
Expression in PBMC?

Die Serum-S1P-Konzentration korrelierte positiv mit der mRNA Expression des S1PR1.

Eine verminderte Serum-S1P-Konzentration war mit einem verminderten mRNA-Level
des S1PR1 assoziiert.

Fragestellung 4b: Lassen sich Verdnderungen im Differentialblutbild, wie eine Lymphope-

nie, mit der Serum-S1P-Konzentration oder der S1PR1-Expression assoziieren?

Die Serum-S1P-Konzentration sowie die S1PR1-Expression waren mit Veranderungen im
Differentialblutbild assoziiert. Die Serum-S1P-Konzentration korrelierte negativ mit der
Leukozyten- sowie Neutrophilenzahl und positiv mit der PBMC- und Lymphozytenzahl.
Die Monozytenzahl zeigte keinen Zusammenhang mit der Serum-S1P-Konzentration. Die
mRNA Expression des S1PR1 zeigte eine positive Korrelation mit der Lymphozytenzahl

und eine negative Korrelation mit der Monozytenzahl.

43



4. Diskussion

Die Sepsis ist eine fehlregulierte Immunantwort, verursacht durch eine Infektion (Singer et
al. 2016). Parallel ablaufende pro- und antiinflammatorische Prozesse fuhren zu einem
Ungleichgewicht, das in einer Immunsuppression, einer sog. Immunparalyse, miinden und
zu Organfunktionsstdérungen fuhren kann (Hotchkiss et al. 2013, Kovach und Standiford
2012).

In der Phase der Immunsuppression kommt es zu zahlreichen Funktionseinschrankungen
der Immunzellen (Hotchkiss et al. 2013), die das Risiko an sekundaren Infektionen zu
erkranken erhéhen und so die hohe Mortalitat der Sepsis mitverursachen (Otto et al.
2011). Das Risiko erneut an einer Sepsis zu erkranken bleibt nach einmalig Uberstande-

ner Sepsis lebenslang erhdht (Arens et al. 2016).

Die Sepsis ist die haufigste Todesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstationen und
bleibt damit eine medizinische sowie wirtschaftliche Herausforderung (Adhikari et al.
2010, Angus et al. 2001, Gaieski et al. 2013, Lagu et al. 2012). Die hohe Mortalitat sowie
steigende Inzidenzraten erfordern eine Verbesserung insbesondere der immunologischen
Diagnostik und Therapie (Angus et al. 2001, Lagu et al. 2012, Martin et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern sich die Zusammensetzung
der Immunzell-Populationen in der Sepsis verandert und, wie die Serum-S1P-
Konzentration sowie der S1PR1 mit Veranderungen der Zellpopulationen im peripheren

Blut assoziiert sind.

4.1. Demographische Daten

Die haufigsten Infektionsursachen waren intraabdominelle, gefolgt von respiratorischen
und urogenitalen Infektionen (Tabelle 7). Zahlreiche Studien bestatigen eine ahnliche
Tendenz, je nach Studie sind respiratorische zuweilen haufiger als abdominelle Infektio-
nen (Angus et al. 2001, Engel et al. 2007, Finfer et al. 2004, Lagu et al. 2012, Ranieri et
al. 2012, Silva et al. 2004, Vincent et al. 2006). Dies kdnnte einerseits daran liegen, dass
ein spezifischer Infektfokus haufig nicht identifiziert werden kann. Andererseits wurden ca.
30 % der hier untersuchten Sepsis-Patienten nach chirurgischen Eingriffen auf die Inten-
sivstation aufgenommen, somit ist die Wahrscheinlichkeit erhéht, dass intraabdominelle

Infektionen Uberreprasentiert waren.
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Die Lange des Intensivaufenthaltes korrelierte mit dem Schweregrad der Erkrankung
(Tabelle 6). Dies wurde auch in anderen Studien gezeigt und erscheint wenig Uberra-
schend (Pittet et al. 1995). Die Patienten waren im Median neun Tage auf der Intensivsta-
tion (Tabelle 6), was andere populationsbasierte Studien ebenfalls berichten (Engel et al.
2007). Die 28-Tages-Mortalitat betrug 20 % (Tabelle 6). Die Intensiv-Sterblichkeit, vor
allem bei Patienten im septischen Schock, steht somit in Ubereinstimmung mit anderen
Studien (Moerer et al. 2002).

Die untersuchte Kohorte zeigte, dass die klinischen Schweregrade nicht nur mit der Lange
der intensivmedizinischen Behandlung und der Mortalitat, sondern dartiber hinaus auch
mit den intensivmedizinischen Scores assoziiert ist. Es wurden der SAPS Il sowie der
SOFA Score erhoben. Steigende Punktwerte waren dabei jeweils mit den drei Schwere-
graden der Sepsis assoziiert (Tabelle 6). Die héchsten Punktwerte konnten fir die schwe-
re Sepsis und den septischen Schock ermittelt werden (Tabelle 6). Sowohl der SAPS II
als auch der SOFA Score sind gut validiert (Le Gall et al. 1993, Vincent et al. 1998). Der
SOFA Score wurde in den neuesten Empfehlungen zur Sepsis-Diagnostik als Goldstan-
dard-Kriterium aufgenommen (Singer et al. 2016). Sowohl ein steigender SAPS Il als
auch ein steigender SOFA Score sind mit steigender Mortalitat verbunden (Ferreira et al.
2001, Le Gall et al. 1993). Letzterer ist im septischen Schock sogar mit einer um bis zu
40 % héheren Mortalitdt assoziiert (Ferreira et al. 2001). Auch in der hier vorliegenden
Kohorte war die Mortalitat mit 33% bzw. 20% in der Gruppe B und C deutlich héher als bei
Patienten mit einem SIRS (Gruppe A) und bestatigt damit Daten aus der Literatur (Ferrei-
ra et al. 2001, Le Gall et al. 1993, Minne et al. 2008). Es ist daher anzunehmen, dass die
hier prasentierte Kohorte trotz niedrig erscheinender Patientenzahl, insgesamt eine

durchschnittliche intensivmedizinische Patientenklientel reflektiert.

Insbesondere der SOFA Score zeigt eine gute Vorhersagekraft. Der in den Sepsis-3-
Konsensuskriterien vorgeschlagene quickSOFA (qSOFA)-Score, in dem eine erhdhte
Atemfrequenz (222/min), eine veranderte Bewusstseinslage sowie ein erniedrigter systoli-
scher Blutdruck (<100 mmHg) beurteilt werden, ist ein erster Schritt zur schnelleren Diag-
nose der Sepsis (Singer et al. 2016). Auch wenn der gSOFA bereits eine schnelle Ein-
schatzung der Patienten in ,krank® und ,nicht-krank® ermdglicht, so fehlt dem SOFA Score
eine Analyse des Immunstatus der Patienten, obwohl dieser in der Sepsis charakteristisch
verandert ist (Singer et al. 2016).

Dass die Immunantwort in der Sepsis verandert ist, wird bereits seit Ende der neunziger

Jahre ausgiebig diskutiert. Entscheidend fur das Krankheitsgeschehen in der Sepsis sind
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Funktionsstérungen nahezu aller Zellen des Immunsystems (Hotchkiss et al. 2013). Zu-
dem koénnte der Einfluss von S1P und S1PR1 auf Immunzellen in der Sepsis von Bedeu-
tung sein. Dass die S1P/S1PR1-Achse vor allem fur die Migration von Lymphozyten wich-
tig ist, ist in der Literatur gut beschrieben (Blaho und Hla 2014). Die Ergebnisse der be-
reits veroffentlichten Arbeit dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass die Serum-S1P-
Konzentration in der Sepsis vermindert ist und mit dem Schweregrad korreliert (Winkler et
al. 2015).

Infolgedessen wirde die Erweiterung des SOFA Scores um eine Analyse des Immunsta-
tus, z.B. anhand einer differenzierten Analyse der Immunzellpopulationen im Differential-
blutbild oder durch die Analyse des S1P-S1PR1-Status, die diagnostische Spezifitdt mog-
licherweise noch deutlich verbessern. Somit ware anhand einer zuverlassigen Erhebung

des Immunstatus ein ,Immun-Score® zukunftig denkbar.

4.2. Assoziation Serum-S1P und S1PR1-Expression mit

Immunzellen

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die Zusammensetzung der
Immunzell-Populationen in der Sepsis verandert und, ob die Serum-S1P-Konzentration
sowie die Rezeptorexpression des S1PR1 mit Veranderungen der Zellpopulationen im

peripheren Blut assoziiert sind.

Die Ergebnisse zeigten zum einen, dass die Serum-S1P-Konzentration in der Sepsis re-
duziert ist und stimmen mit den bereits publizierten Daten Uberein (Coldewey et al. 2016,
Frej et al. 2016, Gomes et al. 2014, Winkler et al. 2015). Zum anderen wurde gezeigt,

dass das Expressionsniveau des S1PR1 in PBMC in der Sepsis erniedrigt ist.

Es fand sich eine negative Assoziation der Serum-S1P-Konzentration mit der Zahl der
Neutrophilen und eine positive Assoziation mit der Zahl der Lymphozyten. Die Monozy-

tenzahl hingegen war unabhangig von der S1P-Konzentration verteilt.

Die mRNA Expression des S1PR1 war positiv mit der Serum-S1P-Konzentration assozi-
iert. Im Differentialblutbild war die mRNA Expression des S1PR1 positiv mit der Zahl der

Lymphozyten und negativ mit der Zahl der Monozyten assoziiert.

Im Folgenden sollten mogliche Bedeutungen dieser Assoziationen in der Sepsis diskutiert

werden.
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4.2.1.  S1P und neutrophile Granulozyten

Die hier durchgefihrten Untersuchungen zeigten, dass die Sepsis mit einer Neutrophilie

verbunden ist und diese mit einer niedrigen S1P-Konzentration im Serum assoziiert war.

Neutrophile Granulozyten sind die zahlenmafRig dominierende Leukozyten-Subpopulation
und gehdren zum angeborenen Immunsystem (Kapitel 1.2.1). Im Rahmen einer sog.
Linksverschiebung werden vermehrt reife und unreife Neutrophile aus dem Knochenmark
ins Blut freigesetzt. In einer prospektiven Observationsstudie wurden im Blut von SIRS-
und Sepsis-Patienten ebenfalls vermehrt unreife, aber funktionstichtige Neutrophile
nachgewiesen (Drifte et al. 2013). Im Blut unterteilen sich Neutrophile etwa gleichmaRig in
einen Zirkulations- und einen marginalen Randpool. In einer Infektion werden Neutrophile
moglicherweise vermehrt aus dem marginalen Rand- in den Zirkulationspool mobilisiert
(Summers et al. 2010). In der Sepsis scheint zudem die Apoptose der Neutrophilen ver-
zdgert zu sein, so dass sich die Neutrophilen ungewoéhnlicher Weise 24 Stunden nach
Verlassen des Knochenmarks im Blut befinden und so zur Neutrophilie beitragen (Tama-
yo et al. 2012). Damit ist eine Neutrophilie in der Sepsis zu erwarten und wird durch die

zuvor beschriebenen Beobachtungen bestatigt.

Eine Neutrophilie in der Sepsis ist mit einer erhdhten Mortalitédt assoziiert (Kovach und
Standiford 2012). Zum einen kann die Neutrophilie die Entwicklung eines Organversagens
negativ beeinflussen (Cohen 2002), zum anderen wurde in klinischen Studien ein erhoh-
tes Risiko flr Sekundarinfektionen, die das Immunsystem in der Sepsis weiter schwa-
chen, beobachtet (Delano et al. 2011, Stephan et al. 2002). In Sepsistiermodellen beo-
bachteten Delano et al., bei erhdhter Anzahl sowie Funktionseinschrankung der Neutro-
philen, ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung einer Pseudomonas aeruginosa-
Pneumonie (Delano et al. 2011). Auch Stephan et al. beobachteten in 21 schwerkranken
Patienten (SAPS Il Score >20) mit eingeschrankter neutrophiler Funktion ein erhdhtes
Risiko fur Staphylokokkus aureus- und Pseudomonas aeruginosa-Infektionen (Stephan et
al. 2002).

Die Wiederherstellung funktionsfahiger neutrophiler Granulozyten stellt einen Therapiean-
satz in der Sepsis dar. Zum Beispiel konnte bei 24 Patienten, die 36 Stunden nach einer
kardiochirugischen Bypass-OP ein SIRS entwickelten, durch eine Leukofiltration der
Neutrophilen die Organfunktion verbessert werden (Treacher et al. 2001). Eine Reduktion
der Mortalitat in der Sepsis konnte auch durch die Anwendung niedrigdosierter Glucocor-
ticoide, die vermutlich die Aktivierung von Neutrophilen verbessern, sowie durch die An-

wendung von aktiviertem Protein C, das die Neutrophilen durch verminderte Expression
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endothelialer Adhasionsmolektile an der Migration ins Entziindungsgebiet hindert, gezeigt
werden (Murakami et al. 1997, Vincent und Abraham 2006). In der klinischen Routine
konnten sich diese Methoden jedoch nicht durchsetzen. Aufgrund der Ergebnisse einer
Multicenterstudie mit 1690 Patienten, die an einer systemischen Infektion oder an einem
Organversagen litten (Bernard et al. 2001), wurde das aktivierte Protein C zur Therapie
der Sepsis zugelassen. Nachdem die positiven Ergebnisse von Bernard et al. in einer
Multicenterstudie mit 223 Sepsis-Patienten nicht bestatigt werden konnten, wurde das
bereits zugelassene Medikament jedoch wieder vom Markt genommen (Ranieri et al.
2012).

Neutrophile Granulozyten sind als Zellen der angeborenen Immunantwort zur Chemotaxis
und Phagozytose befahigt (Kapitel 1.2.1). Nach Verlassen des Gefal3systems durch en-
dotheliale Transmigration erkennen die Neutrophilen chemotaktisch den Ort der Entziin-
dung, bekdmpfen pathogene Erreger, z.B. mittels Phagozytose, und tragen zur Freiset-

zung zahlreicher Zytokine bei.

In der Sepsis sind die Neutrophilen jedoch sowohl in ihrer Migration zum Ort der Infektion
als auch in ihrer Emigration aus dem Infektionsgebiet eingeschrankt (Kovach und
Standiford 2012). Letzteres fuhrt zur Schadigung des dortigen Gewebes und kann in ei-

nem Organversagen enden (Cohen 2002).

Interessanterweise zeigten Zellmigrations-Assays, dass auch das S1P einen Einfluss auf
Chemotaxis und Migration der Neutrophilen besitzt. Kawa et al. beobachteten eine Re-
duktion von Chemotaxis und Migration humaner neutrophiler Zellen bei ansteigender
S1P-Konzentration (Kawa et al. 1997). Rahaman et al. isolierten Neutrophile aus Pneu-
monie-Patienten (n=16) und gesunden Kontrollen (n=10), behandelten diese mit S1P vor
und beobachteten ebenfalls eine reduzierte IL-8-vermittelte Chemotaxis der Neutrophilen
(Rahaman et al. 2006). Ein veranderter Serum-S1P-Spiegel, wie in der Sepsis vorhanden,
kénnte somit die Neutrophilenmigration und dariber hinaus die Mortalitat in der Sepsis
beeinflussen. Moéglicherweise sind niedrige S1P-Spiegel daher ein Signal zur verstarkten

Migration flr die neutrophilen Granulozyten.

Ledgerwood et al. konnten in Mausen zeigen, dass die S1P-Konzentration im entziinde-
ten Gewebe erhoht ist. Daftr wurde durch Injektion von Allo- oder Adenovirus-Antigenen
eine Gewebsinflammation in den Mausen induziert und die S1P-Konzentration zwei bis
sieben Tage nach Induktion der Entziindung durchflusszytometrisch gemessen (Ledger-

wood et al. 2008). Ein hoher S1P-Spiegel im Gewebe inhibiert mdglicherweise die
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Neutrophilenmigration aus dem entziindeten Gewebe. Die dadurch begunstigte neutrophi-

le Organinfiltration kénnte ein Erklarungsansatz fur ein Organversagen in der Sepsis sein.

Eine Beeintrachtigung des oxidativen Burst, der durch die Freisetzung von Sauerstoffradi-
kalen das intrazellulare Verdauen phagozytierter Erreger ermoglicht, kdnnte die Neutrali-
sierung pathogener weiter Erreger behindern (Kovach und Standiford 2012). Wang et al.
stimulierten aus Blutspendern isolierte neutrophile Zellen mit S1P und konnten zeigen,

dass dies zu einem Anstieg des neutrophilen oxidativen Burst fuhrt (Wang et al. 2015a).

Dementsprechend kénnte die Substitution von S1P in septischen Patienten eine modulie-
rende Wirkung auf die Neutrophilen haben. Die genauen Wirkungen einer S1P Therapie
in Sepsis-Patienten sind zwar spekulativ. Moglicherweise kdnnte aber durch eine Modulie-
rung des S1P-Gradienten eine Organinfiltration durch neutrophile Granulozyten reduziert
oder die Immunkompetenz neutrophiler Granulozyten durch eine Zunahme des oxidativen

Burst angeregt werden.

4.2.2. Serum-S1P/S1PR-Expression und Monozyten/Lymphozyten

Eine niedrige S1PR1-Expression in PBMC war mit einer hohen Monozytenzahl, aber mit
einer niedrigen Lymphozytenzahl assoziiert. Die Serum-S1P-Konzentration war ebenfalls
positiv mit den Lymphozyten (signifikant) und im Trend negativ mit den Monozyten (nicht

signifikant) assoziiert.

Es wurde zwar ein Absinken der Rezeptorexpression des S1PR1 in Patienten gegenuber
der Kontrolle beobachtet, tber den genauen Zelltyp kann jedoch methodenbedingt nur

spekuliert werden.

Im Folgenden soll Gber mdgliche Zusammenhange von S1P, dem S1PR1 und deren Rolle

in Monozyten und Lymphozyten in der Sepsis diskutiert werden.

4.2.2.1. Monozyten

Monozyten zirkulieren im Blut und differenzieren beim Verlassen der Blutbahn ins Gewe-
be zu Makrophagen oder zu dendritischen Zellen. Monozyten interagieren dabei eng mit
Zellen des adaptiven Immunsystems (Gordon und Taylor 2005). Es gibt drei Monozyten-
Subklassen: klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten, von denen die
klassischen und nicht-klassischen am besten untersucht sind (Schmidl et al. 2014). Die
nicht-klassischen Monozyten Uberwachen die Endothel-Integritdt und sind fur die Auf-
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rechterhaltung der endothelialen Integritat essentiell, indem sie bei Bedarf die Angiogene-
se stimulieren oder fur die Akkumulation von Myofibroblasten oder Kollagen sorgen
(Carlin et al. 2013, Nahrendorf et al. 2007). Klassische Monozyten migrieren von der Blut-
bahn ins Gewebe und libernehmen dort eine wichtige Uberwachungsfunktion, z.B. indem
sie als antigenprasentierende Zellen die adaptive Immunantwort aktivieren (Carlin et al.
2013, Jakubzick et al. 2013). In der inflammatorischen Phase der Immunantwort differen-

zieren klassische Monozyten zu Makrophagen (Jakubzick et al. 2013).

Monozyten und Makrophagen exprimieren S1P-Rezeptoren, die abhangig von Zelltyp und
Situation deren Migration und Aktivierung steuern (Blaho und Hla 2014). Das S1PR-
Expressionsmuster untersuchten Duong et al. in humanen Monozyten und induzierten mit
dem Macrophage colony stimulating-Faktors (M-CSF) eine Differenzierung zu Makropha-
gen. Mittels Western Blotting wurde die Proteinkonzentration gemessen und gezeigt, dass
humane Monozyten den S1PR1, S1PR2 und den S1PR4 exprimieren, wahrend der
S1PR3 fehlt (Duong et al. 2004). In humanen Makrophagen konnte hingegen S1PR1 bis
S1PR4 nachgewiesen werden (Duong et al. 2004). Im Vergleich dazu exprimieren T-
Lymphozyten S1PR1 sowie S1PR4 und B-Lymphozyten S1PR1-4 (Blaho und Hla 2014).
Diese zellspezifische Rezeptorexpression kénnte ein moglicher Erklarungsansatz dafir
sein, dass die Serum-S1P-Konzentration positiv mit der Lymphozytenzahl und negativ mit

der Monozytenzahl assoziiert ist, da unterschiedliche S1PR aktiviert werden.

In vivo-Studien zeigten, dass der S1PR1 mdglicherweise die Migration der Makrophagen
aus dem Entzindungsgebiet in afferente Lymphbahnen kontrolliert (Weichand et al.
2013). Da eine S1PR1-Deletion embryonal letal ist (Liu et al. 2000), wurde der S1PR1
gezielt in Monozyten/Makrophagen lebender Mausen deletiert (Weichand et al. 2013). Im
Anschluss daran wurde in diesen Mausen durch die Applikation von 10 mg/kg Zymosan A
eine Peritonitis induziert (Weichand et al. 2013). Es konnte gezeigt werden, dass der
S1PR1 die Makrophagen-Migration induziert. Sechs Tage nach Peritonitis-Induktion ak-
kumulierten von Monozyten abstammende Makrophagen in der Peritonealflissigkeit,
wenn der S1PR1 deletiert war (Weichand et al. 2013). Auch in Migrationsassays konnte
die promigratorische Wirkung des S1P auf Monozyten/Makrophagen gezeigt werden. Inte-
ressanterweise sind apoptotische Zellen in entzindetem Gewebe in der Lage Makropha-
gen zu aktivieren und so die S1PR1-Expression auf humanen Makrophagen zu induzieren
(Weis et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass dies Uber den S1PR1 geschieht, da
eine Migration in S1PR1-defizienten Mausemakrophagen ausblieb (Weichand et al.

2013). Es ist daher nicht ausgeschlossen, dass eine Hochregulation des S1PR1 in Mak-
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rophagen als Sensor fur den S1P-Gradienten dienen konnte und apoptotische Zellen die

Migration zum Entzindungsort aufrechterhalten.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Messungen ergaben eine verminderte S1PR1-
Expression in PMBC septischer Patienten gegeniber der Kontrolle. Es kann nicht ge-
schlussfolgert werden, dass dies gezielt in den Monozyten der Fall war. Es kdénnte aber
spekuliert werden, dass bei reduzierter Expression des S1PR1 auch die migratorische

Kompetenz der Monozyten eingeschrankt ist.

Die verminderte S1PR1-Expression kénnte im Rahmen der sog. Endotoxin-Toleranz der
Monozyten geschehen. Die Endotoxin-Toleranz gilt als etabliertes Kennzeichen der septi-
schen Immunparalyse und beschreibt die reduzierte Reagibilitat der Monozyten nach dem
Erstkontakt mit LPS einhergehend mit dem Verlust der immunologischen Kompetenz, z.B.
der TNFa-Sekretion (Biswas und Lopez-Collazo 2009, Cavaillon und Adib-Conquy 2006).
Dies wurde in zwei prospektiven Observationsstudien mit intensivpflichtigen Sepsis-
Patienten (n=23, n=20) bestatigt, denn diese zeigten, dass aus dem Blut isolierte Monozy-
ten nach LPS-Stimulation weniger proinflammatorische Zytokine sezernieren (Munoz et
al. 1991). Wohingegen die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine unbeeintrachtigt blieb
oder verstarkt war (Rigato und Salomao 2003). Dieser Wechsel der Sekretion proin-
flammatorischer zur Sekretion antiinflammatorischer Zytokine wird auch als Leukozyten-

Reprogrammierung bezeichnet (Zhang und Morrison 1993).

Die therapeutische Beeinflussung des S1PR1 durch den S1PR1-Agonisten FTY720 fuhrte
im Mausmodell zu einer Akkumulation der Monozyten in lymphatischen Organen (Lewis et
al. 2013, Singer et al. 2005). Dies kdnnte ein Beleg dafur sein, dass FTY720, das zu-
nachst in die aktive Form FTY720-P phosphoryliert wird, bei langerer Gabe eine inhibitori-
sche Wirkung auf die Monozyten besitzt. Bei langerer Gabe flhrt FTY720-P namlich zu
einer Internalisierung des S1PR1 und somit dazu, dass S1P nicht mehr als Signal erkannt
wird (Graler und Goetzl 2004, Mullershausen et al. 2009). Dies wurde auch in mehreren in
vivo Arbeiten gezeigt (Tabelle 13). Eine Arbeitsgruppe applizierte Mausen intraperitoneal
FT720 (3 mg/kg/Tag), was zu einer Akkumulation von Makrophagen in subkapsularen
Sinus mesenterialer Lymphknoten flihrte (Singer et al. 2005). Eine weitere Arbeitsgruppe
konnte in einem &hnlichen Experiment mit intraperitonealer Gabe von FT720 (0,3
mg/kg/Tag) durchflusszytometrisch ebenfalls eine Akkumulation klassischer Monozyten in
Milz und Knochenmark (Lewis et al. 2013). In einer anderen in vivo Arbeit wurde anhand
eines Graft versus Host disease (GvHD)-Mausmodells gezeigt, dass die intraperitoneale

Applikation des selektiven S1PR1-Agonisten CYM-5442 (3 mg/kg/Tag) interessanterweise
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zu einer reduzierten Akkumulation von Makrophagen im entziindeten Gewebe fiihrt
(Cheng et al. 2015).

Ein interessanter Aspekt ware, dass sich ein Agonismus am S1PR1 protektiv auf entzin-
detes Gewebe auswirken kdnnte. Einerseits konnte ein Arrest der Monozyten in den Lym-
phorganen durch nicht-selektiven Agonismus am S1PR1 eine Gewebeinfiltration der Mo-
nozyten reduzieren. Andererseits kdnnte ein selektiver Agonismus am S1PR1 die Akku-
mulation von Monozyten/Makrophagen im Entzindungsgebiet reduzieren und dadurch
eine Gewebeschadigung durch monozytare Zytokine, wie z.B. dem TNFa, vermieden

werden.

Tabelle 13: Uberblick (iber ausgewéhlte in vivo Tierexperimente zur Untersuchung von S1P-Rezeptor-Agonisten und
-Antagonisten mit Beeinflussung der Monozyten- bzw. Makrophagenmigration

Studie Agonisten & Tiermodell
Antagonisten

wichtigste Ergebnisse

Singer et al. (2005) FTY720 Méause Akkumulation S1PR1-exprimierender Mak-
S1PR1,3-5 Agonist rophagen in subkapsularen Sinus mesente-
—3 mg/kg, i.p. rialer Lymphknoten
kein Effekt auf zirkulierende Monozytenzahl
Lewis et al. (2013) FTY720 Mause Akkumulation klassischer Monozyten in Milz
S1PR1,3-5 Agonist und Knochenmark
—0,3 mg/kg, i.p. Stimulation Monozytenproliferation in Kno-
chenmark
Cheng et al. (2015) CYM-5442 Méause reduzierte Akkumulation von Makrophagen
S1PR1 Agonist aGVHD im entziindeten Gewebe
— 3 mg/kg, i.p. kein Effekt auf Makrophagenproliferation

- in HUVECs konnte CYM-5442 die Monozy-
tenadhasion und —migration direkt Uber die
CCL2 und CCL7 Synthese von ECs inhibie-
ren

aGVHD, akute Graft vs. Host-Disease; CCL, Chemokinligand; EC, Endothelzelle; HUVEC, Human umbilical vein endothelial cells; i.p., intra-
peritoneal; S1PR, S1P-Rezeptor.

4.2.2.2. Lymphozyten

Die septische Lymphopenie ist ein phanotypisches Merkmal von Sepsis-Patienten. Als
potenzieller Mechanismus der Lymphopenie wird eine Apoptose der Lymphozyten ange-
nommen. In Mausmodellen der Sepsis wurden apoptotische B- und T-Lymphozyten in
lymphatischen sowie in vielen anderen Organen gefunden (Hotchkiss et al. 1997, Wang et
al. 1994). In an einer Sepsis verstorbenen Patienten konnte anhand immunhistochemi-
scher Farbungen ebenfalls ein Untergang von B- und T-Zellen in sekundaren Lymphorga-
nen (Milz und Lymphknoten) gezeigt werden (Hotchkiss et al. 1999a). Das Fehlen einer
Lymphopenie durch den Einsatz von Apoptose-Inhibitoren oder Induktion anti-
apoptotischer Proteine untermauert diese Beobachtungen (Hotchkiss et al. 1999b,
Oberholzer et al. 2001). In der Sepsis kommt es zudem zu einem Lymphozytenshift. In

Kaninchen fihrte eine LPS-Stimulation zu einer Umverteilung der Lymphozyten aus dem
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peripheren Blut in lymphatisches Gewebe (Toft et al. 1993). Yin et al. zeigten in einem
Mausmodell der Sepsis eine Lymphozyten-Akkumulation in nicht-lymphatischem Lungen-
gewebe. Wahrend sich 24 Stunden sich nach einer mittels cecal ligation and puncture
(CLP) Sepsis-Induktion die Zahl der Lymphozyten in den Lungengefallen um 50 % redu-
zierte, verdoppelte sich die Lymphozytenzahl in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) (Yin
et al. 2000). Auch wenn der programmierte Zelltod eine mégliche Ursache der septischen
Lymphopenie zu sein scheint, so kdnnte es auch sein, dass die Lymphozyten nicht mehr
frei aus den Lymphorganen in die Zirkulation migrieren kdnnen, weil wichtige Triggerfakto-
ren fur den Austritt fehlen. Dazu kdnnte auch die bereits beschriebene Funktionsein-
schrankung der Monozyten beitragen, deren Sekretion von Zyto- und Chemokinen in der
Sepsis verandert ist (Munoz et al. 1991, Rigato und Salomao 2003). Weitere Lymphozy-
ten-Migrationsfaktoren, wie beispielsweise das S1P in Interaktion mit seinen Rezeptoren,

kénnten zu einer reduzierten Lymphozytenzahl in der Peripherie beitragen.

Der essentielle Einfluss der S1P/S1PR-Achse auf die Migration von Lymphozyten ist gut
untersucht. Naive T- und B-Lymphozyten zirkulieren zwischen Blut, Lymphe und sekunda-
ren lymphatischen Organen (Kapitel 1.2.2). Die Lymphozytenmigration ist abhdngig von
der Expression des S1PR1, da die Zellen den S1P-Gradienten Gber den S1PR1 erkennen
(Allende et al. 2004, Matloubian et al. 2004, Sanna et al. 2004). Dass es einen Zusam-
menhang zwischen S1P und der Lymphozytenzahl gibt, geht u.a. auch auf die Arbeiten
von Pappu et al. zuriick, die zeigten, dass ein S1P-Gradient fir die Migration von Lym-
phozyten entscheidend ist (Pappu et al. 2007). Generell fihrt eine niedrige Exposition von
S1P gegenlber Lymphozyten zu einer Hochregulation des S1PR1-Rezeptorproteins,
wahrend eine anhaltende hohe S1P-Exposition vermutlich eine Herunterregulation des
S1PR1 zur Folge hat (Kapitel 1.3.3). Dieser Mechanismus wird durch den S1PR1-
Agonisten FTY720 therapeutisch beeinflusst. FTY720 wird durch die SphK zu FTY720-P
phosphoryliert, bindet an die S1PR1,3-5 und fuhrt bei Iangerfristiger Exposition zur Herun-
terregulation des S1PR1 (Brinkmann et al. 2002, Clemens et al. 2003, Graler und Goetzl
2004, Mandala et al. 2002, Oo et al. 2007). Die Zellen erkennen den S1P-Gradienten
nicht mehr und verbleiben in den sekundéren Lymphorganen (Brinkmann et al. 2004).
Peripher ist dies an einer Lymphopenie erkennbar (Pinschewer et al. 2000, Yanagawa et
al. 1998).

Bislang fehlte eine Korrelationsanalyse der S1P-Konzentration mit lymphozytaren Zellen
in Sepsis-Patienten sowie die Analyse der STPR1-Expression in humanen Immunzellen in
der Sepsis. Basierend auf der oben genannten Literatur wurde erwartet, dass bei niedri-

gen Serum-S1P-Konzentrationen, wie in der Sepsis, die STPR1-Expression im Vergleich
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zur Kontrolle eher erhéht sei, doch dies war nicht der Fall. Denn entgegen der Erwartung
war die S1PR1-Expression in den PBMC von Sepsis-Patienten niedriger als in der Kon-
trolle. Es wurde jedoch eine positive Korrelation der STPR1-Expression mit der Lympho-
zytenzahl im peripheren Blut sowie mit der Serum-S1P-Konzentration gezeigt. Bei positi-
ver Korrelation wirden hohe S1P-Konzentrationen im Serum eine Lymphopenie eher
ausschlieRen. Eine Veranderung des S1P-Spiegels, wie sie in den Sepsis-Patienten beo-
bachtet wurde, kénnte somit tatsachlich die Entstehung der septischen Lymphopenie mit-

beeinflussen, da damit das Migrationssignal fur die Lymphozyten abfallt.

Der Zusammenhang zwischen der S1P-Konzentration und der Lymphozytenmigration ist
auch im entzindeten Gewebe von besonderer Bedeutung. Ledgerwood et al. zeigten,
dass die S1P-Konzentration im entzindeten Gewebe erhdht ist. Dafur wurde durch Injek-
tion viraler Antigene eine Inflammation in Mausen induziert und die S1P-Konzentration
zwei bis sieben Tage nach Induktion der Entziindung im Ohrmuschelgewebe gemessen
(Ledgerwood et al. 2008). Dies konnte ein wichtiger Hinweis sein, dass die Serum-S1P-
Konzentration in der Sepsis absinkt, wahrend sie im Gewebe moglicherweise erhoht ist,
um so die Lymphozytenmigration aus dem Blut in das Gewebe zu ermdglichen. Dies
konnte eine septische Lymphopenie somit miterklaren. Es ware interessant zu untersu-
chen, welche S1P-Konzentration tatsachlich in septisch-entziindeten Organen herrscht,
denn dann ware eine lokale Anderung der S1P-Konzentration mdglicherweise ein Regula-

tionsmechanismus um Abwehrzellen verstarkt zum Ort der Entziindung zu locken.

Die Beobachtung, dass PBMC ihren S1PR1 verlieren, steht auch im Zusammenhang mit
zwei tierexperimentellen Arbeiten. Diese zeigten, dass die Herunterregulation des S1PR1
auf aktivierten T-Zellen mit einem Verlust der migratorischen Fahigkeiten der Immunzellen
einhergeht (Graeler und Goetzl 2002, Matloubian et al. 2004). Eine Arbeitsgruppe aktivier-
te Mause-T-Zellen in vitro mittels anti-CD3 und anti-CD28 und beobachtete sowohl eine
Herunterregulation des S1PR1 auf den T-Zellen als auch eine reduzierte T-Zell-Migration
entlang eines S1P-Gradienten in einem Migrationsassay (Graeler und Goetzl 2002). Eine
weitere Arbeit zeigte nach Immunisierung von Mausen mit Ovalbumin, einem Protein-
Antigen, in aus Lymphknoten isolierten T-Zellen die mRNA Expression des S1PR1 und
untersuchte die S1P-vermittelte Chemotaxis in einem Migrationsassay (Matloubian et al.
2004). Wahrend es einen Tag nach Immunisierung zu einer Herunterregulation des
S1PR1 und einer reduzierten S1P-Sensibilisierung kam, konnte mehrere Tage nach T-
Zell-Aktivierung eine Re-Expression des S1PR1 sowie eine wiederhergestellte S1P-
Sensitivitat beobachtet werden (Matloubian et al. 2004). Somit ware es moglich, dass die

in dieser Arbeit beobachtete Herunterregulation des S1PR1 in PBMC mdbglicherweise

54



durch eine T-Zell-Aktivierung zu erklaren ist. Die reduzierte S1PR1-Expression auf Lym-
phozyten kdonnte mdglicherweise einen wichtigen Regulationsmechanismus darstellen,
der in der Anfangsphase der Sepsis (<24 Stunden) ggf. einer Hyperinflammation vorbeu-
gen kann und somit eine Art immunsuppressive Antwort auf ein durch pro-
inflammatorische Zytokine tberschwemmtes Immunsystem darstellen kdnnte. In der spa-
ten Phase der Sepsis, in der Immunparalyse, kdnnte dieser Mechanismus womaoglich an
Wirkung verlieren. Deswegen ware es daruber hinaus auch interessant, dies in einer lon-
gitudinalen Studie zu untersuchen, ob es ggf. zu einer spateren Hochregulierung des

S1PR1 in Sepsis-Patienten kommt und wie das den Heilungsverlauf beeinflussen kdnnte.

Ein solcher Mechanismus, die durch T-Zell-Aktivierung induzierte Veranderung der Re-
zeptorexpression, ist nicht unwahrscheinlich und andere Untersuchungen zeigten dies
z.B. in T-Zellen von Sepsis-Patienten (Yi et al. 2010). Eine Aktivierung der T-Zellen, die in
der Sepsis generell mit einer erhdhten Anzahl von Antigenen konfrontiert sind, durch Anti-
gen-Persistenz kann zu einer Erschépfung sowie nachfolgender Funktionseinschrankung
und veranderter Rezeptorexpression, z.B. der Zytokin-Rezeptoren, der T-Zellen fihren (Yi
et al. 2010). Weitere Untersuchungen von Heidecke et al. ergaben, dass es in der Sepsis
zu einer veranderten Sekretion zugunsten anti-inflammatorischer Zytokine kommt. Sie
isolierten periphere T-Zellen aus dem Blut von 32 Sepsis-Patienten, stimulierten diese mit
anti-CD3 und anti-CD28 und erfassten anhand enzymatischer Immunassays die Zytokin-
sekretion von TNFa, IL-2, IFNy sowie IL-4, IL-10 (Heidecke et al. 1999). Die Untersu-
chungen ergaben, dass die Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch Tyi-Zellen
reduziert war, wahrend die Sekretion antiinfammatorischer Zytokine durch Tuz-Zellen
konstant blieb (Heidecke et al. 1999). Somit kébnnten T-Zellen durch eine reduzierte pro-
inflammatorische Zytokinreduktion womdglich einer Hyperinflammation vorbeugen. Boo-
mer et al. beobachteten in der Sepsis daruber hinaus nicht nur eine Veranderung der Zy-
tokinsekretion, sondern auch eine Veranderung der Rezeptorexpression auf T-Zellen.
Dazu fand bei 40 Patienten, die an einer schweren Sepsis auf der Intensivstation verstor-
ben waren, postmortem eine Untersuchung von Milz und Lunge statt (Boomer et al.
2011). Die aus der Milz isolierten T-Zellen wurden zum einem mittels anti-CD3 und anti-
CD28, zum anderen mit LPS stimuliert und zeigten in beiden Fallen eine reduzierte Zyto-
kinsekretion (Boomer et al. 2011). Interessanterweise kann im Tiermodell parallel dazu
durch den nicht-selektiven S1P-Rezeptoragonisten AAL-R die Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine (IFN-a, CCL2, IL-6, TNFa, IFNy) sowie eine Akkumulation von
Immunzellen in Mause-Lungen reduziert werden (Marsolais et al. 2008, Marsolais et al.
2009). Dieser Effekt wird ausschlieBlich Uber den S1PR1 reguliert, da der S1PR1-
spezifische Agonist CYM 5442 diese Effekte signifikant unterdruckt (Teijaro et al. 2011).
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Eine Akkumulation von Immunzellen im entziindeten Gewebe durch die Anwendung von
S1PR1-Agonisten wurde von Ledgerwood et al. gezeigt (Ledgerwood et al. 2008). Ein
interessanter Aspekt ware daher, dass das hier erhobene Ergebnis der Herunterregulation
des S1PR1 in septischen Patienten einen gegenregulatorischen Mechanismus in der
akuten pro-inflammatorischen Phase der Sepsis darstellt und diese Herunterregulation

damit mdglicherweise Organ-protektiv ist.

In dieser Arbeit konnte nicht differenziert werden, welche Zellpopulation den S1PR1 her-
unterreguliert, da die Messung der S1PR1-Expression in PBMC, d.h. in allen peripheren
mononuklearen Zellen, vorgenommen wurde. Es kann daher nicht darauf geschlossen
werden, ob die beobachteten Veradnderungen innerhalb der Zellpopulationen, die Lym-
phopenie und die Monozytose, die reduzierte S1PR1-Expression erkldren kénnen und,
inwieweit sich die Expressionen innerhalb der Zellpopulation verschieben. Dafiir ist die
gPCR aus PBMC nicht die geeignete Methode. Eine FACS-Sortierung und anschlieRende
mRNA Expressionsmessung oder eine FACS-Analyse der S1PR1-Oberflachenexpression
kénnte womdglich besser zwischen den Zellpopulationen unterscheiden. Ein S1PR1-
Antikérper, anhand dessen eine solche Analyse mdglich ware, sowie ein daflir etabliertes
Messprotokoll sind jedoch noch nicht vorhanden. Weiterhin sollte anhand der hier erho-
benen Ergebnisse eher eine Methode gefunden werden, die sich ggf. im klinischen Alltag
etablieren koénnte. Eine FACS-Analyse ist deutlich teurer (Sack 2016), keine Bedside-
Methode und fir die klinische Routine aktuell eher ungeeignet. Obwohl anhand der gPCR
keine Aussagen Uber die tatsachlich exprimierten Rezeptoren gemacht werden kann, ist
davon auszugehen, dass die mRNA Expression auch mit der Proteinbiosynthese, in die-

sem Falle mit der S1PR1 Oberflachenexpression, korreliert (Guo et al. 2008).

In der Annahme, dass die septische Lymphopenie mit dem Ausmal} der Sepsis assoziiert
ist (Chung et al. 2015, Drewry et al. 2014), ist der S1P-Gradient und die Beeinflussung
des S1PR1 als mdglicher Therapieansatz von besonderem Interesse. Eine Wiederherstel-
lung physiologischer S1P-Konzentrationen durch eine Substitution von S1P ware nahelie-
gend. Das dies grundsatzlich méglich ist, wurde bereits in Tierexperimenten beschrieben.
Pappu et al. zeigten in SphK1,2-defizienten Mausen, dass das Fehlen des S1P-
Gradienten zum Verbleib der T- und B-Lymphozyten in den Lymphorganen und zur Lym-
phopenie flihrt. Vier Stunden nach intravendser S1P-Substitution in den SphK1,2-
defizienten Mausen wurde einerseits eine erhdhte Anzahl an T- und B-Lymphozyten im
Blut, andererseits eine S1PR1-Downregulation auf den im Blut zirkulierenden T-Zellen
beobachtet (Pappu et al. 2007). Jedoch ist die, in Mausen beobachtete, kurze Halbwerts-

zeit des S1P von etwa 15 Minuten zu beachten (Venkataraman et al. 2008). Sollte S1P
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direkt substituiert werden, so musste dies ggf. kontinuierlich, z.B. mittels eines Perfusors,
geschehen. Weiterhin muss die Bindung des S1P an die entsprechenden Tragermolekule
bericksichtigt werden. Mdglicherweise ist die Signaltransduktion des S1P von der Art des
Tragermolekuls (HDL, ApoM, Albumin) abhangig (Kapitel 1.3.1). Galvani et al. beobachte-
ten anhand von Signaltransduktionsanalysen in Human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC), dass S1P zwar unabhangig vom Tragermolekil die MAPK aktiviert (Abbildung
3), eine S1P-Bindung an ApoM und HDL hingegen andere Signalwege initiiert als an Al-
bumin-gebundenes S1P (Galvani et al. 2015).

Auch der Einsatz von S1P-Agonisten kénnte ein therapeutischer Ansatz der Sepsis sein.
In zahlreichen Tiermodellen konnte bereits ein antiinflammatorischer Effekt der S1PR1-
Agonisten, u.a. in der Sepsis, gezeigt werden (Tabelle 14). So konnte beispielsweise die
Substitution der S1PR1-Agonisten AAL-R und CYM-5442 in einem murinen Influenza-
Lungenmodell einerseits die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNFa),
andererseits die Akkumulation angeborener Immunzellen in der Lunge inhibieren (Teijaro
et al. 2011). Der S1PR-Agonist FTY720 gilt, wie bereits in Kapitel 1.3.3 beschrieben und
vielfach in Mausexperimenten gezeigt, als funktioneller Antagonist. Initial fuhrt FTY720-P
zu einer Aktivierung des S1PR1, nach langerer Applikationsdauer aber zu einer Rezeptor-
Internalisierung und -Degradation (Graler und Goetzl 2004, Mullershausen et al. 2009).
Eine daraus resultierende verminderte Empfindlichkeit der T- und B-Lymphozyten fir den
S1P-Gradienten (Brinkmann et al. 2004) fihrt zu einer peripheren Lymphopenie im Blut
(Pinschewer et al. 2000, Yanagawa et al. 1998). Eine kurzfristige Gabe des FTY720 in der
akuten Phase der Sepsis ware somit ebenfalls denkbar. Allerdings nur unter grofder Vor-
sicht und Berlcksichtigung einer moglichen Verstarkung der septischen Lymphopenie
durch die stattfindende Rezeptorinternalisierung des S1PR1 und deren Folgen. Letzteres
konnte durch den Einsatz eines kirzlich entwickelten Derivats des FTY720, das
FTY720 (S)-Phosphonat, vermieden werden. Wang et al. beobachteten in einem murinen
Bleomycin-Lungenmodell nach intraperitonealer Applikation von FTY720 (S)-Phosphonat
im Vergleich zur Applikation von FTY720 einerseits eine verbesserte endotheliale Barrie-
refunktion, andererseits eine nach Rezeptor-Aktivierung fortbestehende Oberflachenex-
pression des S1PR1 (Wang et al. 2014). Letzteres kénnte mdglicherweise eine entschei-
dende Rolle fur die Lymphozytenzirkulation spielen, da S1PR1 den Lymphozyten als
Sensor des, fir deren Migration vorausgesetzten, S1P-Gradienten zwischen Blut bzw.
Lymphe und Gewebe dient (Schwab et al. 2005) (Kapitel 1.3.3). Die an Tag sieben durch-
gefuhrten Blutbildanalysen von Wang et al. scheinen dies zu bestatigen. Wahrend die
Applikation von FTY720 in der Kontrollgruppe eine 45 %ige Reduktion der peripheren
Lymphozyten verursachte, wurde nach Applikation von FTY720 (S)-Phosphonat lediglich
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eine Reduktion von 7 % beobachtet (Wang et al. 2014). Erstaunlicherweise verursachte
die Applikation von FTY720 (S)-Phosphonat in den Bleomycin-infizierten Mausen sogar
einen Anstieg der, in der Inflammation eriedrigten, peripheren Lymphozytenzahlen um
etwa 50 %, wohingegen FTY720 eine weitere Reduktion der Lymphoyztenzahlen um ca.
17 % verursachte (Wang et al. 2014). Die durch die Anwendung von FTY720 (S)-
Phosphonat mdglicherweise aufrechterhaltende Lymphozytenzirkulation kdénnte somit
vermutlich einen positiven Einfluss auf die septische Lymphopenie besitzen und dartber
hinaus eventuell sogar den immunparalytischen Zustand von Sepsis-Patienten verbes-
sern. Die Anwendung von FTY720 (S)-Phosphonat in Tiermodellen der Sepsis scheint

somit vielversprechend und ware zuklnftig winschenswert.

Basierend auf den Untersuchungen des S1PR-Agonisten und funktionellen Antagonisten
FTY720 wurde, unter der Annahme, dass echte S1PR1-Antagonisten ebenfalls eine Re-
zeptorinternalisierung und einen Verbleib der Lymphozyten in den Lymphorganen verur-
sachen, der Wirkmechanismus von S1PR1-Antagonisten untersucht. Foss et al. zeigten,
dass ein Phosphat-Analogon des FTY720 (VPC44116), das antagonistisch an S1PR1 und
S1PR3 wirkt, in Mausen zunachst keinen Verbleib der Lymphozyten in den Lymphorga-
nen induzierte und somit eine moglicherweise andere Wirkung als die funktionellen S1PR-
Antagonisten besitzt (Foss et al. 2007). Wurde derselbe S1PR-Antagonist jedoch zusam-
men mit einem selektiven S1PR1-Agonisten (VPC44152) in die Mause injiziert, so wurde
das agonistisch verursachte Trapping der Lymphozyten in den Lymphorganen aufgeho-
ben (Foss et al. 2007). Der S1PR-Antagonist VPC44116 konnte somit moglicherweise
doch einen positiven Einfluss auf die Lymphopenie besitzen und einen therapeutischen
Nutzen in der Sepsis-Therapie haben. Allerdings sollte berlcksichtigt werden, dass die
Modulation an S1P-Rezeptoren haufig auch unerwinschte Nebenwirkungen mit sich
bringt. VPC44116 beispielsweise verursachte in Lungen und Nieren der Mause ein ka-
pillares Leck (Foss et al. 2007). Da sich eine gestorte endotheliale Barrierefunktion in der
Sepsis ohnehin schon negativ auf das Krankheitsbild der Sepsis-Patienten auswirkt, ist

diese Nebenwirkung, gerade in Sepsis-Patienten, nicht zu akzeptieren.
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Tabelle 14: Uberblick {iber ausgewahlte in vivo Tierexperimente zur Untersuchung von S1P und S1P-Rezeptor-
Agonisten in der Inflammation

Studie Agonisten & Tiermodell wichtigste Ergebnisse
Antagonisten

Marsolais et al. (2009) AAL-R Maus - Reduktion proinflammatorischer ~ Zytokine
S1PR1, 3-5 Agonist ~ H1N1-induziertes (IFN-a, CCL2, IL-6, TNFa, IFNy)
—0,1 mg/kg i.t. akutes Lungenversagen - keine Akkumulation angeborener und adap-

tiver IZ im Lungengewebe

Teijaro et al. (2011) AAL-R Maus AAL-R war effektiver war CYM-5442:
S1PR1, 3-5 Agonist  H1N1-induziertes - Reduktion  proinflammatorischer  Zytokine
—0,2 mg/kg i.t. akutes Lungenversagen (IFN-a, CCL2, IL-6, TNFa, IFNy)

- Inhibierung Rekrutierung angeborener I1Z ins

CYM-5442 Lungengewebe

Gendron et al. (2015)

Wang et al. (2015b)

Zhang et al. (2009)

Wang et al. (2014)

Foss et al. (2007)

S1PR1 Agonist
—2 mg/kg/d i.t./oral

RP-002

S1PR1 Agonist
—3 mg/kg i.t.
—6 mg/kg oral

AAL-R
S1PR1, 3-5 Agonist
—0,1 mg/kg i.t.

SEW-2871
S1PR1 Agonist
—1-30 mg/kg i.p.

JTE-01
S1PR2 Antagonist
—0,1-10 mg/kg i.p.

AUY954
S1PR1 Agonist
—10 mg/kg i.g.

FTY720
S1PR1,3-5 Agonist
—0,5 mg/kg, i.p.

FTY720(S)-Phos-
phonat
S1PR1,3-5 Agonist
—0,5 mg/kg, i.p.

VPC44152
S1PR1 Agonist
—18 mg/kg

VPC44116
S1PR1,3
nist

—22 mg/kg

Antago-

Maus
Hausstaubmilden
induzierte  allergische

Entzindung der Atem-
wege

Maus
Sepsis (CLP)

Ratten

akute inflammatorische
demyelinisierende
Polyneuropathie (EAN)

Maus
Bleomycin (i.t.)-
induziertes Lungenver-
sagen

Maus

verbessertes Uberleben durch Applikation
von RP-002

AAL-R inhibierte die bronchiale Hyperreagibilitat um

bis zu

70 %:

Reduktion proinflammatorischer Zytokine (IL-
5, IL-13)

reduzierte perivaskuldre und peribronchiale
Akkumulation monoukleérer Zellen

Dosis- und Zeitabhangige:

Reduktion vaskulare Permeabilitat
Verbesserung der Nierenfunktion
SEW-2871 (6 Stunden nach CLP)

durch

Reduktion proinflammatorischer Zytokine (IL-
17, MMP-9)

Reduktion Rekrutierung von Lymphozyten
und Monozyten in periphere Nerven

Reduktion vaskulére Permeabilitét; FTY720
(S)-Phosphonat starker als FTY720
Reduktion S1PR1-Expression in Lungen
nach Aktivierung durch FTY720
fortbestehende S1PR1-Expression in Lungen
nach Aktivierung durch FTY720 (S)-
Phosphonat

FTY720 (S)-Phosphonat beeinflusst periphe-
re Lymphozyten weniger als FTY720

kein Trapping der
VPC44116
Aufhebung des agonistisch induzierten Trap-
pings der Lymphozyten durch VPC44116
Reduktion  endothelialer  Barrierefunktion
durch VPC44116 in Lunge und Niere

Lymphozyten durch

CCL2, Chemokinligand 2; CLP, Cecal Ligation and Puncture; EAN, experimental autoimmune neuritis; H1N1, Hamagglutinin 1-
Neuramidase 1 (Influenza); IL-Interleukin; INF, Interferon; i.g., intragastral; i.p., interperitoneal; i.t., intratracheal; 1Z, Immunzelle; MMP-9,
Matrix Metalloprotease 9; TNFa, Tumornekrosefaktor a.
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Neben der direkten Substitution von S1P oder einem S1PR1-Agonisten kann der Serum-
S1P-Spiegel auch indirekt durch die Modifikation der S1P-metabolisierenden Enzyme
(Kapitel 1.3.1) beeinflusst werden. Schwab et al. zeigten in Mausen, dass die Applikation
des Vitamin B6-Antagonisten 4-Deoxypyridoxine (DOP) die S1P-degradierende S1P-
Lyase inhibiert und durch Trapping der T- und B-Zellen in den Lymphorganen eine Lym-
phopenie verursachte. Es wurde vermutet, dass die S1P-Lyase indirekt, durch die Erho-
hung der S1P-Konzentration im Lymphgewebe, die S1PR1-Expression auf den Lympho-
zyten reduziert und die Zellen damit den S1P-Gradienten nicht mehr erkennen kdnnten
(Schwab et al. 2005). Funktionell ahnelt dieser Mechanismus dem Wirkmechanismus des
FTY720 (Kapitel 1.3.3). Bei der Beeinflussung der S1P-Spiegel in Patienten sollte daher
immer berlcksichtigt werden, dass eine Erhéhung der S1P-Konzentration, im Sinne eines
negativen Feedbacks, auch einen Einfluss auf die S1PR1-Expression haben kann, der
dem gewunschten Effekt moglicherweise entgegenwirken kann. Paradoxerweise konnte
in mehreren tierexperimentellen Studien durch eine Inhibierung oder ein Fehlen der phy-
siologischerweise S1P-synthetisierenden SphK2 ein Anstieg der S1P-Spiegel im Blut be-
obachtet werden. Im Blut SphK2-defizienter Mause wurden im Vergleich zum Wildtyp
zwei- bis dreifach erhdhte S1P-Spiegel beobachtet (Sensken et al. 2010). In diesen
SphK2-defizienten Mausen verursachte die von Schwab et al. beschriebene DOP-
induzierte Inhibierung der S1P-Lyase allerdings Uberraschenderweise im Lymphgewebe
reduzierte und im Blut erhdhte S1P-Spiegel sowie erhdhte T- und B-Lymphozytenzahlen
im peripheren Blut (Sensken et al. 2010). Somit beeinflusst die SphK2 Uber die Modifikati-
on des S1P-Konzentrationsgradienten die Zirkulation der Lymphozyten und kénnte eben-
falls einen therapeutischen Ansatz der septischen Lymphopenie darstellen. Diese Hypo-
these wird durch weitere tierexperimentelle Studien untermauert. Kharel et al. beispiels-
weise applizierten Ratten einen Guanidin-basierten, selektiven SphK2-Inhibitoren und
beobachteten ebenfalls eine erhdohte S1P-Konzentration im Blut. Anhand der intravendsen
Injektion von markiertem S1P konnte eine verzégerte Eliminierung des S1P aus dem Blut
gezeigt werden (Kharel et al. 2015). Sowohl Sensken et al. als auch Kharel et al. vermute-
ten daraufhin eine von der S1P-Synthese-Funktion unabhangige Beeinflussung des S1P-
Spiegels durch die SphK2, die z.B. den S1P-Transport betreffen kdnnte. Eine Modifikation
der SphK2 kdénnte somit in der Tat eine Methode darstellen, um S1P-Spiegel im Blut und

die Uber den S1P-Gradienten assoziierte Lymphozytenzirkulation zu beeinflussen.

Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die Beeinflussung der septischen Lym-
phopenie uber die S1P-S1PR1-Achse komplex ist. Es muss bedacht werden, dass eine
Modulation der S1P-Konzentration auch immer einen Effekt auf die S1PR1-Expression

besitzen kann. Durch die vielen Wechselwirkungen sollten unerwinschte Nebenwirkun-
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gen, wie beispielsweise eine Verschlimmerung der Lymphopenie durch die langfristige
Anwendung eines S1PR-Agonisten oder die Stérung der endothelialen Barrierefunktion
bericksichtigt werden und eine Abwagung der therapeutischen Vor- und Nachteile fir die
Sepsis-Patienten stattfinden. Flr eine erfolgreiche therapeutische Beeinflussung der
S1P/S1PR-Achse sollte dartiber hinaus auch die eingeschrankte Funktionsfahigkeit der
Immunzellen in der Sepsis (Kapitel 4.2) berticksichtigt werden, so dass eine alleinige
Wiederherstellung der physiologischen S1P-Konzentration bzw. S1PR1-Expression in
Sepsis-Patienten womaoglich fiir eine Verbesserung der Immunlage nicht ausreichend sein
konnte. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die S1P-S1PR1-Achse, bei vorsich-
tiger Interpretation der Daten, neben den von Hotchkiss et al. diskutierten apoptoptischen
Prozessen (Hotchkiss et al. 1997), die septische Lymphopenie miterklaren kdnnte. Somit
kénnte die Wiederherstellung der S1P/S1PR1-Achse in der Tat ein zuklnftiger therapeuti-
scher Ansatz in der Sepsis sein, um die Lymphopenie zu beeinflussen und den Immunsta-

tus der Patienten somit womdglich zu verbessern.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Sepsis ist gekennzeichnet durch eine gestérte Immunreaktion, sog.
Immunparalyse, die mit einer Lymphopenie einhergeht. Sphingosin-1-Phosphat (S1P)
steuert als bioaktives Lipid gemeinsam mit dem S1P-Rezeptor 1 (S1PR1) die Lymphozy-
ten-Migration, die entlang eines S1P-Konzentrationsgradienten zwischen lymphatischem
Gewebe (niedrige S1P-Konzentration) und peripherem Blut (hohe S1P-Konzentration)
stattfindet. Physiologisch findet bei niedriger S1P-Konzentration eine Hochregulation und
bei hoher S1P-Konzentration eine Downregulation des S1PR1 statt, so dass die Lympho-

zytenzirkulation zwischen Lymphgewebe und Blutzirkulation stattfinden kann.

Ziel: Diese Dissertation sollte vier Fragestellungen beantworten: (1) Ist das Differential-
blutbild von Sepsis-Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kohorte verandert? (2) Ist
die Serum-S1P-Konzentration in Sepsis-Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kohor-
te verandert? (3) Ist die S1PR1-Expression in Sepsis-Patienten im Vergleich zu einer ge-
sunden Kohorte verandert? (4) Sind Serum-S1P-Konzentration und S1PR1-Expression in
peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) miteinander assoziiert und lassen sich Veran-
derungen im Differentialblutbild mit der Serum-S1P-Konzentration oder der S1PR1-

Expression assoziieren?

Methode: Diese prospektive Kohortenstudie schliel3t 45 Sepsis-Patienten mit einem Sys-
temic inflammatory response syndrome (SIRS) und/oder Infektion (n=15), einer schweren
Sepsis (n=15), einem septischen Schock (n=15) und 20 gesunde Kontrollen ein. Die Se-
rum-S1P-Konzentration wurde mittels Tandem-Massenspektroskopie im Institut fur Klini-
sche Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (U-
KE) durchgefuhrt. Die S1PR1-Rezeptorexpression in PBMC der Sepsis-Patienten wurde
mittels Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) bestimmt. Laborparameter, insbeson-
dere Zellzahlveranderungen im Differentialblutbild, wurden anhand von Routineverfahren

gemessen.

Ergebnisse: Sepsis-Patienten (vs. Kontrolle) zeigten erhdhte Leukozyten- (13 10%I (10-
18 10%1), p<0,05), Neutrophilen- sowie Monozytenzahlen und erniedrigte Lymphozyten-
zahlen. Die Serum-S1P-Konzentration in Sepsis-Patienten (vs. Kontrolle) war signifikant
niedriger, insbesondere im septischen Schock (278 nmol/l (229-302 nmol/l), p<0,05). Die
S1PR1-Expression in Sepsis-Patienten (vs. Kontrolle) war signifikant reduziert (1,40 +
1,40 GAPDH %, p<0,05) und korrelierte positiv mit der Serum-S1P-Konzentration. Die
Serum-S1P-Konzentration korrelierte negativ mit der Leukozyten- (p=-0,44, p<0,05) sowie
der Neutrophilenzahl (p=-0,43, p<0,05) und positiv mit der Lymphozytenzahl (p=+0,42,
p<0,05). Die S1PR1-Expression zeigte eine positive Korrelation mit der Lymphozytenzahl
(p=+0,46, p<0,05).
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Zusammenfassung: Die Serum-S1P-Konzentration ist in Sepsis-Patienten reduziert.
Niedrige S1P-Konzentrationen sind mit niedrigen Lymphozytenzahlen im peripheren Blut
septischer Patienten assoziiert. Diese Beobachtung stimmt mit der S1P/S1PR-
vermittelten Lymphozyten-Migration in Richtung hoher S1P-Konzentrationen tberein. Eine
verminderte S1P-Konzentration in Sepsis-Patienten kénnte somit zur phanotypischen
Lymphopenie in der Sepsis beitragen. Die von anderen Forschungsgruppen beschriebene
S1PR1-Hochregulation bei niedrigen S1P-Konzentrationen, konnte in den Sepsis-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrolle nicht bestatigt werden. Aufgrund der Ex-
pressionsanalyse in PBMC konnte die S1PR1-Expression nicht spezifisch fur die Lym-
phozyten beschrieben werden, so dass eine Interpretation somit erschwert ist. Es werden
weitere Experimente bendtigt, um zellspezifische Veranderungen der S1PR1-mRNA und
—Oberflachenexpression zu untersuchen. Nichtsdestotrotz, kann vorsichtig spekuliert wer-
den, dass eine verminderte S1P-Konzentration und/oder eine reduzierte S1PR1-
Expression in Zellen zur veranderten Zusammensetzung der Immunzellen in der Sepsis

beitragen.
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6. Abstract

Background: Sepsis is characterized by mechanisms contributing to impaired immune
response referred as immunoparalysis with lymphopenia as its main clinical symptom.
Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a bioactive lipid. S1P regulated functions include lym-
phocyte migration, which follows a S1P gradient from low in lymphatic tissue to high in
peripheral blood. S1P-receptor 1 (S1PR1) regulates these migratory effects. Under physi-
ologic conditions S1PR1 is upregulated, when S1P concentration is low and down-
regulated if S1P concentration is high and via this mechanism lymphocyte circulate be-

tween lymphatic tissue and blood circulation.

Aim: This dissertation should answer four questions: (1) Is the differential blood count
altered in septic patients compared to healthy controls? (2) Is the serum-S1P concentra-
tion in septic patients different compared to healthy controls? (3) Is the expression of
S1PR1 in peripheral blood monocytes (PBMC) altered in patients with sepsis? (4) Are
serum-S1P concentration associated with S1PR1 expression in PBMC and are phenotyp-
ic changes of differential blood count associated with serum-S1P or the expression of
S1PR1?

Methods: This single-center prospective-observational study includes 45 patients with
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) plus infection (n=15), severe sepsis
(n=15), or septic shock (n=15) and 20 healthy controls. Serum-S1P was measured by
mass spectrometry in the Department of Clinical Pharmacology at University Medical Cen-
ter Hamburg-Eppendorf (UKE). Peripheral blood monocytes were collected and analyzed
for S1PR1 expression using real-time quantitative PCR (qPCR). Blood parameters includ-

ing differential blood count were determined by routine assays.

Results: We found increased leucocytes counts in patients with sepsis compared to con-
trols (13 10%1 (10-18 10%1), p<0,05). In patients (vs. controls) increased numbers of neu-
trophils and monocytes were accompanied with reduced lymphocyte counts. Serum-S1P
was lower in patients (vs. controls) with lowest levels found in septic shock patients
(278 nmol/l (229-302 nmol/l), p<0,05). S1PR1 expression was significant lower in patients
compared to controls (1,40 + 1,40 GAPDH %, p<0,05) and serum-S1P concentration cor-
related positively with STPR1 expression in PBMC. Serum-S1P was negatively correlated
with leucocytes (p=-0,44, p<0,05) and neutrophiles (p=-0,43, p<0,05) and positively asso-
ciated with lymphocytes (p=+0,42, p<0,05). Furthermore, S1PR1 expression was positive-
ly associated with lymphocyte numbers (p=+0,46, p<0,05).

Conclusion: Serum-S1P concentration is reduced in patients with sepsis. Low S1P levels

are associated with low numbers of lymphocytes measured in the peripheral blood of sep-
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tic patients. This result agrees with S1P/S1PR1 mediated migration of lymphocytes to-
wards higher S1P concentration in blood. As S1P in septic patients is low this may con-
tribute to the phenotypic changes in septic patients, which have been found lymphopenic.
Other research groups described, when the migratory signal of S1P is low, lymphocytes
do upregulate the S1PR1. We did not observe upregulation of S1PR1 in patients com-
pared to healthy controls. With no doubt this is difficult to interpret, as from our expression
data in PBMC we cannot conclude that this is lymphocyte specific. Further studies are
needed to investigate cell type specific changes of STPR1 mRNA and surface expression.
However, with caution one may speculate that either reduced S1P concentration and/or
reduced S1PR1 expression in cells may contribute to sepsis induced alteration in the im-

mune cell composition.
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7. Abkurzungsverzeichnis

AC
ACCP
ACN
APC
ApoM
apTZ
BMBF
C1gH37NO2
Ca?
cAMP
CARS
CCL2
CCR2
CCRY
CD14
CD4
CD69
CD8
cDNA
CH20:2
CLP
CoA
CPT
CRP
Cr
DIVI
DOP
DSG
EAN
EDG-1
EDG-3
EDG-5
EDG-6

Adenylcyclase

American College of Chest Physicians
Acetonitril

Antigen-prasentierende Zelle
Apolipoprotein M

aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Sphingosin

Calcium

cyclisches Adenosinmonophosphat
Compensatory anti inflammatory response syndrome
Chemokinligand 2

Chemokinrezeptor 2
Chemokinrezeptor 7

Cluster of Differentiation 14

Cluster of Differentiation 4

Cluster of Differentiation 69

Cluster of Differentiation 8
complementary DNA

Ameisensaure

Cecal Ligation and Puncture
Coenzym A

Cell Preparation Tube

C-reaktives Protein

Cycle of Threshold

Deutsche Interdisziplindre Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin

4-deoxypyridoxine

Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V.
Experimental autoimmune neuritis
Endothelial differentiation gene-1
Endothelial differentiation gene-3
Endothelial differentiation gene-5

Endothelial differentiation gene-6
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EDG-8
EDTA
EPIC
ER
ESICM
FACS
FBS

Fce
FTY720-P
g
G-Protein
GAPDH
GCS
GLDH
GOT
GPCR
GPT
GTP
H1N1
HDL
HLA
HMGB 1
HUVEC
i.p.

i.t.

i.g.
ICAM-1

INF
INR
IQR
ITS
JNK
KCI
KH

Endothelial differentiation gene-8
Ethylendiamintetraacetat

European Prevalence of Infection in intensive Care
Endoplasmatisches Retikulum

European Society of Intensive Care Medicine
Fluorescence-activated cell sorting

Fetales Kalber-Serum

Fragment crystallizable ¢

phosphorylierte Form des FTY720

mittlere Erdbeschleunigung
Guanosintriphosphat bindende Proteine
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Glasgow-Coma-Scale
Glutamatdehydrogenase
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Guanosintriphosphat bindendes Protein gekoppelter Rezeptor
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Guanosintriphosphat
Hamagglutinin1-Neuramidase1

High-density lipoprotein

Human leukocyte antigen

High-mobility group box-1-Protein

Human umbilical vein endothelial cells
intraperitoneal

intratracheal

intragastral

Intercellular adhesion molecule 1

Interleukin

Interferon

International Normalized Ratio
Interquartilsabstands

Intensivstation

c-Jun N-terminale Kinase

Kaliumchlorid

Krankenhaus
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KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

KLF2 Kruppel-like factor 2

LDL Low-density lipoprotein

LPB LBS-Bindeprotein

LPS Lipopolysaccharide

LPP Lipidphosphatase

M-CSF Macrophage colony-stimulating-Faktor
MAP mittlerer arterieller Druck

MAPK Mitogen-activated protein-Kinasen
MD2 Myeloid differentiation factor 2

MHC Maijor histocompatibility complex
mmHg Blutdruck in Millimeter Quecksilbersaule
MMP-9 Matrix metallopeptidase 9

mRNA messenger RNA

n.a. nicht anwendbar

n.s. nicht signifikant

Naz2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NF-kB Nuclear factor kB

NK-Zellen naturliche Killer-Zellen

NO Stickstoffmonoxid

oD optische Dichte

p Signifikanz

PAMP Pathogen associated molecular pattern
PBMC periphere mononukleare Zellen

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PCT Procalcitonin

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PRR Pattern recognition receptor

PTX Pertussis-Toxin

gSOFA quick Sequential Organ Failure Assessment

gPCR quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion



rcf
rpm
RT-PCR
S1P
S1PR
S1PR1
S1PR2
S1PR3
S1PR4
S1PR5
SAPS
SAPS I
SCCM
SD
SepNet
SphK
SIRS
SLO
SOFA
SPP
SPT
Thi
Th17
Th2
TLR
TLR2
TLR4
TNFa
TReg
TSST-1
UKE
VLDL
ZNS

p

relative centrifugal force
revolutions per minute

Real Time Polymerasekettenreaktion
Sphingosin-1-Phosphat
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-1
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-2
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-3
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-4
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-5
Simplified Acute Physiology Score
Simplified Acute Physiology Score |l
Society of Critical Care Medicine
Standardabweichung

Sepsis Competence Network
Sphingosin-Kinase

Systemic inflammatory response syndrome
sekundare lymphatische Organe
Sequential Organ Failure Assessment
Sphingosin-Phosphatase
Serin-Palmitoyl-Transferase
T-Helferzelle vom Typ 1
T-Helferzelle vom Typ 17
T-Helferzelle vom Typ 2

Toll-like Rezeptor

Toll-like Rezeptor 2

Toll-like Rezeptor 4
Tumornekrosefaktor-a
T-Regulatorzelle

Toxic shock syndrome Toxin-1
Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf
Very Low-Density Lipoprotein
zentrales Nervensystem

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman



8. Anhang

8.1. Material

Tabelle 15: Ubersicht {iber verwendete Chemikalien unter Angabe des Herstellers

Produkt

Hersteller

Ameisensaure (CH202)

D-erythro-sphingosine-1-phosphate (d17:1)

Ethanol 96-100 %

Fetales Kéalber-Serum (FBS)
Isopropanol 100 %

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
LiChrosolv® Acetonitril 80 % (ACN)
LiChrosolv® Methanol

LiChrosolv® Water
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Natriumchlorid (NaCl)
Nuklease-freies Wasser

Phosphate buffered saline (PBS) 1x
RLT-Puffer

S1P (S9666 Sigma)

Sigmacote®

B-Mercaptoethanol 1%

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Tabelle 16: Ubersicht (iber verwendete Primer der Firma Sigma-Aldrich

Gen Reverse 5°-3’
GAPDH TCCTGCACCACCAACTGCTT AGGGGCCATCCACAGTCTTC
S1PR1 ATCATGGGCTGGAACTGCATCA CGAGTCCTGACCAAGGAGTAGAT

Tabelle 17: Ubersicht (iber verwendete Kits und Mixes unter Angabe des Herstellers

Produkt

Hersteller

GeneJET ™Purification Kit

Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit

RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit
Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Tabelle 18: Ubersicht (iber verwendete Puffer unter Angabe der Zusammensetzung

Puffer

Zusammensetzung

PBS-Puffer: (1x), ohne Calcium und Magnesium

RLT-Puffer: Lysis-Puffer

NaCl 8000 mg/l, KCI 200 mg/l, NazHPO4 1150 mg/l, KH2PO4

200 mg/l ad 1000 ml mit Aqua bidest.
pH nach Rekonstitution ist 7,3-7,7

Enthélt Guanidium Isothiocyanat und B-Mercaptoethanol




Tabelle 19: Ubersicht (iber sonstig verwendetes Material unter Angabe des Herstellers

Produkt

Hersteller

S-Monovette® 7,5 ml Z-Gel
S-Monovette® 7,5 ml K2E-Gel
S-Monovette® 4,0 ml LH-Gel

BD Vacutainer® CPT™ Cell Preparation Tube with Sodium
Citrate 8 ml

PICO50 Probennehmer

PP-Microplatte, 96 well, U-Boden

Séule Zorbax SB-C8

BD Eclipse™ Sicherheitsinjektionskantilen

Injekt®-F Feindosierungsspritzen, 1 ml
Eppendorf-Tubes, 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
PCR-Tubes und -Caps, 0,1 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey,
USA

Radiometer GmbH, Willich, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey,
USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Tabelle 20: Ubersicht (iber verwendete Geréte unter Angabe des Herstellers

Gerat Hersteller

Blutgasanalyse-Gerat Radiometer GmbH, Willich, Deutschland
ABL90 Flex

Column Oven (LC) Varian Medical Systems, Palo Alto, USA
Prostar 510

Massenspektrometer Varian Medical Systems, Palo Alto, USA
MS 1200

Photometer BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA

Epoch Mikroplatten Spektralphotometer
Pumpen (LC)

Prostar 210

RT-PCR-Gerat

Rotor Gene Q, 72 Well Rotor
Thermocycler

T100™ Thermal Cycler
Thermomixer

Thermomixer comfort
Trockenschrank

UM 800

Vortexer

Certomat MV

Vortexer

Vortex Genius 3

Zentrifuge
Centrifuge 5810

Zentrifuge
Megafuge 1.0
Zentrifuge
Centrifuge 5425 R

Zentrifuge
Colour Sprout Mini-Zentrifuge

Varian Medical Systems, Palo Alto, USA

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, California, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Memmert GmbH und Co. KG, Schwabach

B. Braun Biotech International GmbH

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland
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Tabelle 21: Ubersicht {iber verwendete Software unter Angabe des Herstellers

Software

Hersteller

Statistik-Software
Graphpad Prism 6.0h®

S1P-Software

MS Data Review®
Photometer-Software
Gen5™ Vv2.00.18

PCR-Software
Rotor-Gene Q Series V2.3.1

Graphpad Software®, La Jolla, USA

Varian Medical Systems, Palo Alto, USA

BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
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8.2. Einverstandniserklarung

Einwilligung fur Patienten zur klinischen Studie CySep

Sphingosin-1-Phosphat, neue Zytokine und pradisponierende genetische Polymor-
phismen in der Sepsis — Korrelation der Zytokinspiegel und Pradispositionen mit

dem klinischen Outcome bei intensivpflichtigen, septischen Patienten.

Sponsor/ Leiter der klinischen Prufung:
PD Dr. med. Stefan Kluge
Prof. Dr. med. Alwin E. Goetz

Patientenaufkleber

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Martinistr. 52
20246 Hamburg

Ich habe die schriftliche Information zur oben genannten Studie erhalten. Mir wurde eine
Kopie meiner unterschriebenen Einwilligungserklarung ausgehandigt. Ich habe beide Do-
kumente gelesen und verstanden. Ich wurde ausfiihrlich — mindlich und schriftlich - Gber
das Ziel, den Verlauf der Studie, Chancen und Risiken der Behandlung, meine Rechte

und Pflichten und die Freiwilligkeit der Teilnahme aufgeklart.

Ich willige ein, dass wahrend der klinischen Prifungen meine persénlichen Daten und die
medizinische Befunde erhoben werden. Die Erhebung, Weitergabe, Speicherung und
Auswertung dieser Angaben Uber meine Gesundheit erfolgt nach den gesetzlichen Best-

immungen.

Die im Rahmen der Studie nach lhrer Einverstandniserklarung erhobenen persénlichen
Daten, insbesondere Befunde, unterliegen der Schweigepflicht und den datenschutzrecht-
lichen Bestimmungen. Sie werden in Papierform und auf Datentragern in der Klinik far
Intensivmedizin des UKE aufgezeichnet und pseudonymisiert (verschliisselt)' fiir die Dau-
er von 10 Jahren gespeichert. Bei der Pseudonymisierung’ (Verschlisselung) werden der
Name und andere ldentifikationsmerkmale (z.B. Teile des Geburtsdatums) durch z.B:
mehrstellige Buchstaben- oder Zahlenkombinationen, auch Code genannt, ersetzt, um die

Identifizierung des Studienteilnehmers auszuschlie3en oder wesentlich zu erschweren.
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Zugang zu dem ,Schlissel®, der eine persdnliche Zuordnung der Daten erméglicht, haben
neben den Studienleitern nur noch die Mitarbeiter der Studie. Studienbedingte Blut- und
Urinproben sowie alle elektronischen Aufzeichnungen werden nur in pseudonymisierter’
Form aus der intensivmedizinischen Klinik herausgegeben und zur Auswertung im Institut
fur Klinische Pharmakologie und Toxikologie bzw. einem Messinstitut des UKE herange-
zogen. Die Codierungsliste verbleibt unter Verschluss in der Klinik fir Intensivmedizin des
UKE.

Die Auswertung und Nutzung der Daten durch den Studienleiter und seine Mitarbeiter
erfolgt in pseudonymisierter’ Form. Eine Weitergabe der erhobenen Daten im Rahmen
der Studie erfolgt nur in anonymisierter> Form. Gleiches gilt fir die Veroffentlichung der

Studienergebnisse.

Die Studienteilnehmer haben das Recht, tber die von ihnen erhobenen personenbezoge-
nen Daten Auskunft zu verlangen und Gber méglicherweise anfallende personenbezogene
Ergebnisse der Studie ggf. informiert oder nicht informiert zu werden. Es ist im Rahmen
unserer Studie allerdings nicht geplant, dem einzelnen Studienteilnehmer seine Ergebnis-
se auszuhandigen, da die mogliche Krankheitsbedeutung der vorgesehenen Marker im
Einzelfall vor Abschluss der Gesamtstudie und ggf. weiterfiihrender Untersuchungen noch

unklar ist und daher diese Ergebnisse im Einzelfall noch nicht interpretiert werden kdnnen.

Diese Studie ist durch die zustandige Ethik-Kommission beraten worden. Der zustandigen

Landesbehdrde kann ggf. Einsichtnahme in die Studienunterlagen gewahrt werden.

Sobald der Forschungszweck es zulasst, wird der Schliissel geléscht und die erhobenen
Daten damit anonymisiert’. Im Falle des Widerrufs der Einverstandniserklarung werden
die bereits erhobenen Daten ebenfalls geléscht oder anonymisiert? und in dieser Form

weiter genutzt. Ein Widerruf bereits anonymisierter? Daten ist nicht mdglich.

'Pseudonymisieren ist das Ersetzen des Namens und anderer Identifikationsmerkmale durch ein Kennzeichen zu dem
Zweck, die Identifizierung des Betroffenen auszuschlieRen oder wesentlich zu erschweren (§3 Abs. 6a Bundesdatenschutz-

gesetz).

2Anonymisieren ist das Verandern personenbezogener Daten derart, dass die Einzelangaben {iber persénliche oder sachli-
che Verhaltnisse nicht mehr oder nur mit einem unverhaltnismaRig grolRen Aufwand an Zeit, Kosten und Arbeitskraft einer

bestimmten oder bestimmbaren natiirlichen Person zugeordnet werden kénnen (§3 Abs. 6 Bundesdatenschutzgesetz).
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Ich hatte Gelegenheit Fragen zu stellen. Diese wurden mir zufriedenstellend und vollstan-
dig beantwortet. Zusatzlich zur schriftlichen Information wurden folgende Punkte bespro-

chen:

Ich wurde dartber informiert, dass die Teilnahme an der Studie freiwillig ist und dass ich
meine Einwilligung jederzeit und ohne Angabe von Grinden widerrufen kann, ohne dass

mir dadurch Nachteile bei der weiteren Behandlung entstehen.

Ich erklare hiermit meine freiwillige Einwilligung zur Teilnahme an der oben genannten
Studie. Ich wurde Uber die Datenschutzrechte informiert. Mir ist bekannt, dass bei dieser
klinischen Prifung personenbezogene Daten, insbesondere medizinische Befunde, die
Uber mich erhoben werden, gespeichert und ausgewertet werden sollen. Die Verwendung

der Angaben Uber meine Gesundheit erfolgt nach den gesetzlichen Bestimmungen.

Ort/Datum (eigenhandig) Name, Vorname der/des Patientin/Patienten und Unterschrift

Bestitigung der aufklirenden Arztin/ des aufklirenden Arztes

Die Patientin/ Der Patient wurde von mir nach den Vorschriften der ICH-GCP Richtlinien
Uber Wesen, Bedeutung und Tragweite der Teilnahme an der Studie in mindlicher und
schriftlicher Form aufgeklart. Ich konnte seine/ihre Frage/n zur Zufriedenheit beantworten.
Der Patient/ Die Patientin hat ohne Zwang die Einwilligung in die Studienteilnahme erklart.
Eine Kopie der Information und der Einwilligungserklarung habe ich der Patientin/ dem

Patienten ausgehandigt.

Ort/Datum (eigenhandig) Name der/des aufklarenden Arztin/Arztes und Unterschrift
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