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1 EINLEITUNG

1.1 Sepsis

1.1.1 Definitionen

Im Jahre 1991 wurden durch die American College of Chest Physicians/Society of
Critical Care Medicine Consensus Conference unter dem Vorsitz von Roger C. Bone
erstmals einheitliche Definitionen fur die Begriffe Sepsis, schwere Sepsis, septischer
Schock und Organversagen formuliert (1). Die Definitionen wurden im Jahre 2001
durch die International Sepsis Definition Conference erweitert (2). Im Jahre 2006
wurden hiervon durch die Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.\VV. nationale
Sepsisdefinitionen abgeleitet, die 2010 in den S2k-Leitlinien aktualisiert wurden (3; 4).
Auf der oben genannten Konsensuskonferenz wurde der Begriff des systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) neu eingefiihrt. Das SIRS bezeichnet eine
generalisierte hyperinflammatorische Reaktion des Organismus, der verschiedene
Ursachen zu Grunde liegen kdnnen, beispielsweise eine Infektion, Verbrennungen oder
Traumata. Fur das Vorliegen eines SIRS missen mindestens zwei der in Tabelle 1

aufgelisteten Kriterien erfullt sein.

Korpertemperatur | <36 °C oder > 38 °C

Herzfrequenz > 90 /min

Atemfrequenz > 20 /min oder paCO, < 33 mmHg

Leukozyten <4.000 /mm? oder
> 12.000 /mm® oder
> 10 % unreife neutrophile Granulozyten im Differentialblutbild

Tabelle 1: SIRS-Kriterien.

Sepsis wird nach den S2k-Leitlinien von 2010 als SIRS definiert, welches durch eine
Infektion hervorgerufen wird. Von einer schweren Sepsis spricht man, wenn die Sepsis
zusatzlich mit mindestens einer Organdysfunktion einhergeht. Unter einem septischen
Schock versteht man eine Sepsis verbunden mit einer Hypotension, die trotz adéquater
Volumensubstitution besteht und nicht durch andere Ursachen erkléart werden kann (1;
4).
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Anfang des Jahres 2016 wurden die Sepsisdefinitionen erneut Uberarbeitet (5). Zum
Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit waren diese Definitionen noch nicht in
Kraft getreten, weshalb sie hier nur am Rande erwahnt werden. Zusammengefasst
spricht man nach den neuen Definitionen von 2016 von einer Sepsis, wenn eine
lebensbedrohliche Organdysfunktion als fehlregulierte Antwort auf eine Infektion
vorliegt. Eine Organdysfunktion kann durch das Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA)-Bewertungssystem eingeschatzt werden, welches fir den arteriellen
Sauerstoffpartialdruck, die Thrombozytenzahl, das Bilirubin, den mittleren arteriellen
Druck, den Glasgow-Koma-Skala-Wert sowie fir das Kreatinin eine Punktzahl
zwischen null und vier vergibt. Wenn die Gesamtpunktzahl sich aufgrund einer
Infektion um mehr als zwei Punkte verandert, spricht man von einer Organdysfunktion.
Der Begriff der schweren Sepsis findet nach den neuen Definitionen keine Anwendung
mehr. Als septischer Schock wird nach den neuen Definitionen von 2016 eine Sepsis
verbunden mit Hypotension verstanden, bei der die Patienten trotz adaquater
Volumengabe den Einsatz von Vasopressoren bendtigen oder ein Laktat im Serum von

> 2 mmol/l aufweisen (5).

1.1.2 Epidemiologie

Die Sepsis ist eine weltweit schwerwiegende Krankheit mit einem kontinuierlichen
Anstieg der Anzahl jahrlicher Neuerkrankungen. Dies kann auf eine immer &lter
werdende Gesellschaft, eine erhohte Inzidenz von chronischen Infektionen, auf
vermehrte invasive Eingriffen sowie auf eine erhdhte Anzahl an Patienten, die einer
immunsuppressiven Therapie ausgesetzt sind, zurtickgefuhrt werden (6). In Deutschland
ist von einer Inzidenz von 116/100.000 Einwohner auszugehen. Demnach erkranken
jahrlich ungefahr 79.000 Menschen an einer Sepsis (7). Die Letalitat der Sepsis auf
deutschen Intensivstationen liegt bei 5-36 % (8), wodurch dem deutschen
Gesundheitssystem fiir das Jahr 2002 Kosten in Hohe von 1.025 bis 2.214 Millionen
Euro entstanden sind (9). Als zweithdufigste Ursache einer schweren Sepsis sowie eines
septischen Schocks auf chirurgischen Intensivstationen kann mit 20 % die abdominelle
Sepsis angesehen werden (10), welche zu einer Mortalitatsrate zwischen 32,4 % und

42,3 % fihrt, abhangig vom Beginn der Sepsis und dem Zeitpunkt der Intervention (11).
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1.1.3 Pathophysiologie

Der menschliche Organismus besitzt verschiedene Abwehrmechanismen, um gegen
pathogene Mikroorgansimen zu reagieren. Hierzu zahlen zundchst mechanische,
chemische und biologische Barrierefunktionen, die eine Invasion des Pathogens
verhindern sollen. Sind diese Barrierefunktionen nicht mehr intakt, sei es beispielsweise
durch eine geschadigte Epithelzellschicht, eine Verminderung antibakterieller Peptide
oder durch eine Schéadigung der natirlichen bakteriellen Flora, kann es zur Invasion von
Mikroorganismen in  den  menschlichen  Korper kommen (12). Mit
Erkennungsrezeptoren (pathogen recognition receptors, PRRS) ausgestattete Zellen sind
nun in der Lage, hochkonservierte molekulare Motive auf diesen eindringenden
Pathogenen (pathogen associated molecular patterns, PAMPS) zu erkennen. Daraufhin
kommt es zum Abtoten der Pathogene durch Phagozytose und Sekretion
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (13). Ein klassisches Beispiel eines
PAMPs stellt das Lipopolysaccharid als Bestandteil der &uReren Zellmembran
gramnegativer Bakterien dar. Nach Bindung an das LPS-bindende Protein und CD14
wird LPS Uber den PRR TLR4 erkannt. Es wird eine Signaltransduktionskaskade
induziert, die letztendlich zur Dislokation des Transkriptionsfaktors NFkB in den
Zellkern fuhrt, wo dieser verschiedene Zielgene aktivieren kann. Hierzu zéhlen die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6, sowie das Chemokin IL-8 (12;
13). TNF-a und IL-1 foérdern die Entstehung von Stickstoffmonoxid, wodurch es zu
einer Vasodilatation der GefaBe und einer Verlangsamung des Blutflusses kommt.
Durch eine gesteigerte GefaBpermeabilitat kommt es zum Austreten von Flussigkeit in
das interstitielle Gewebe und somit zur Odembildung. Ebenso werden weitere
Leukozyten, beispielsweise durch IL-8 angelockte neutrophile Granulozyten, durch eine
verstarkte Expression von Adhé&sionsmolekiilen auf den Endothelzellen mittels
Diapedese zum Ort der Entziindung rekrutiert (12). Neutrophile Granulozyten sind zum
einen in der Lage, durch verschiedene intravesikuldare Enzyme, wie o-Defensin,
Lysozym oder Lactoferrin, phagozytierte Mikroorganismen zu beseitigen. Zum anderen
konnen sie durch Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies zur Abwehrfunktion beitragen.
Darlber hinaus kénnen sie Bakterien durch sogenannte neutrophil extracellular traps
(NETS) einfangen. Verschiedene Mikroorganismen induzieren die Bildung dieser DNA-
basierten Strukturen, die antibakterielle Proteine beinhalten (12; 13). Ebenso kommt es

durch die oben genannten Mediatoren zur Ausschittung weiterer sekundérer
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Mediatoren und zur Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems, zusatzlich
wird die Synthese der Akut-Phase-Proteine eingeleitet (14; 12; 13).

Zundchst nahm man an, dass die Symptome der Sepsis auf eine Uberschielende
proinflammatorische Immunreaktion des Organismus zurtickzufiihren sind (14). Spater
wurde die Hypothese aufgestellt, dass dieser inflammatorischen Immunantwort
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS) eine kompensatorische
antiinflammatorische Immunantwort (compensatory anti-inflammatory response
syndrome, CARS) folgt (15). Diese antiinflammatorische Immunantwort basiert auf
einer erhohten Apoptoserate speziell von Lymphozyten, auf der Hemmung der
Gentranskription proinflammatorischer Zytokine sowie auf der Nervus vagus
vermittelten Hemmung proinflammatorischer Zytokine (16). Hierbei fuhren efferente
adrenerge Fasern des N. vagus uber die Freisetzung von Noradrenalin in der Milz zur
Ausschiittung von Acetylcholin durch CD4" T-Zellen, was wiederum zu einer
Hemmung der Freisetzung von TNF-a durch Makrophagen fuhrt (17). Lange Zeit ging
man davon aus, dass SIRS und CARS strikt nacheinander ablaufen (18; 13). Rezente
experimentelle Daten sprechen jedoch dafur, dass SIRS und CARS parallel ablaufen.
Xiao et al. konnten =zeigen, dass die Induktion sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Genen auf Ebene des Leukozyten-Transkriptoms in schwer
kranken Patienten gleichzeitig geschieht. Dieses schon zu Beginn der Sepsis
gleichzeitige Vorhandensein eines SIRS und eines CARS wird als mixed antagonist
response syndrome (MARS) bezeichnet (19; 20). Durch die Hyperinflammation kénnen
eingewanderter Pathogene beseitigt werden, allerdings kann es dadurch gleichzeitig zu
einer Gewebeschadigung kommen. Dem so entstandenen Gewebeschaden wird durch
die Hypoinflammation entgegengewirkt, wobei es hierbei zu einer Immunsuppression
mit erhohtem Risiko fir Sekundérinfektionen kommen kann (16). Daraus wird
ersichtlich, wie kritisch das Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischer
Immunabwehr ist. Gerat dieses Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen
Mechanismen auBer Kontrolle kommt es zur Sepsis. Das Uberwiegen einer
inflammatorischen oder antiinflammatorischen Immunantwort hangt sowohl vom
Patienten als auch von dem Pathogen selbst ab. Entscheidend sind von Seiten des
Pathogens die bakterielle Last sowie die Virulenz. Wichtige patientenabhangige
Faktoren, die zur Entstehung einer Sepsis beitragen und deren Verlauf entscheidend
beeinflussen kdnnen, sind genetische Gegebenheiten, Alter, Begleiterkrankungen und

die Einnahme von Medikamenten wie zum Beispiel die Einnahme von
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Immunsuppressiva (16). Fir den spateren Verlauf einer abdominellen Sepsis ist es von
Bedeutung, durch welchen Mechanismus die Mikroorganismen in die sterile
Bauchhohle gelangen. Maier et al. klassifizierten die abdominelle Sepsis aufgrund ihrer
Pathophysiologie in eine spontan erworbene Sepsis vom Typ A (spontaneously
acquired abdominal sepsis, SAAS) und eine postoperativ erworbene Sepsis vom Typ B
(postoperatively acquired abdominal sepsis, PAAS). Bei der Sepsis vom Typ A,
hervorgerufen beispielsweise durch eine Hohlorganperforation, reagiert der Organismus
mit einer physiologischen Immunantwort. Bei der Sepsis vom Typ B befindet sich der
Patient aufgrund des vorausgegangenen chirurgischen Eingriffes in einer ungunstigeren
immunsupprimierten Ausgangslage. Kommt es im postoperativen Verlauf nun
beispielsweise zu einer Anastomoseninsuffizienz, kann der Organismus hierauf nicht
adaquat reagieren, was eine erhohte Mortalitat bei der Sepsis vom Typ B nach sich zieht
(21).

1.1.4 Rolle der T-Lymphozyten in der Sepsis

Bislang konzentrierte sich die wissenschaftliche Forschung hauptsachlich auf die Rolle
des angeborenen Immunsystems wahrend einer polymikrobiellen Sepsis. Aufgrund des
verzogerten Eintretens der erworbenen Immunantwort nahm man lange Zeit an, dass
das angeborene System in den friihen Phasen einer Sepsis tUberwiegt und Lymphozyten
erst in spateren Phasen ihre biologische Wirkung entfalten, wenn das angeborene
Immunsystem mit seinen verfligbaren Mechanismen nicht mehr in der Lage ist, gegen
eindringende Mikroorganismen vorzugehen und auf die Interaktion mit dem
erworbenen Immunsystem angewiesen ist. Fir diese Interaktion werden die
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf den APCs sowie CD28 und CTLA-4
auf den T-Lymphozyten benétigt (13). Die naiven CD4" T-Lymphozyten kénnen sich
nun, abhingig von dem vorherrschenden Zytokinmilieu, zu verschiedenen CD4"
Subtypen differenzieren. Durch das Vorhandensein von IL-12 und IFN-y nehmen die
naiven CD4" T-Lymphozyten einen Th1-Phanotyp, durch IL-4 und IL-2 einen Th2-
Phanotyp an. TGF-p in Kombination mit IL-6 sowie IL-21 und IL-23 fordern die
Differenzierung zu einem Th17-Phanotyp, wohingegen durch TGF-p in Abwesenheit
von IL-6 sich naive CD4" T-Lymphozyten zu Treg-Zellen differenzieren (22). Die
verschiedenen CD4" Subtypen besitzen wiederum unterschiedliche Funktionen: Thi-
Zellen sezernieren IFN-y und IL-2 und sind somit (berwiegend an der zelluldaren

Immunantwort beteiligt. IFN-y aktiviert weitere Makrophagen, was zu einer erhéhten
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phagozytotischen Aktivitdt und zur Eliminierung intrazellularer Pathogene fihrt,
wohingegen IL-2 die Differenzierung von T-Lymphozyten zu einem zytotoxischen
CD8" Phinotyp fordert. Th2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5, 1L-9, 1L-13, IL-10 und IL-
25 und sind durch Aktivierung Antikorper-produzierender B-Zellen Uberwiegend an der
humoralen Immunantwort beteiligt. Ebenso sind sie an der Beseitigung von
extrazellularen Parasiten beteiligt, vermitteln den Antikorperklassenwechsel zu IgE und
spielen bei allergischen Geschehen eine Rolle. Th17-Zellen sezernieren 1L-17, I1L-21
und IL-22 und sind hauptséchlich an der Beseitigung von extrazellularen Bakterien
sowie von Pilzen beteiligt. Dartiber hinaus spielen sie ebenso eine Rolle bei
Autoimmunkrankheiten. 1L-17 induziert proinflammatorische Zytokine wie zum
Beispiel I1L-6, IL-1 und TNF-a sowie Chemokine und verstarkt somit das
Entzindungsgeschehen. Treg-Zellen sezernieren 1L-10, TGF-f und IL-35 und dampfen
die proinflammatorische Immunantwort (22).

Allerdings haben sich die Daten in den letzten Jahren dahingehend geh&uft, dass das
adaptive Immunsystem schon zu einem frilheren Zeitpunkt in der Entwicklung einer
Sepsis eine wesentliche pathophysiologische Rolle spielt (23; 24). Durch die
nachgewiesene Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) auch auf Zellen des
erworbenen Immunsystems, beispielsweise auf T-Lymphozyten, sind diese in der Lage,
mikrobielle Bestandteile zu detektieren und somit schon zu Beginn einer Sepsis neben
dem angeborenen Immunsystem zu agieren (25). Anhand verschiedener muriner
Sepsismodelle mit unterschiedlichen Lymphozyten-defizienten Mausstimmen oder
unter Verwendung verschiedener Methoden der Lymphozytendepletion wurden
widerspriichliche Daten beziiglich des Einflusses der Lymphozyten auf das Uberleben
in der Sepsis erhoben. Wahrend einige Autoren berichteten, dass eine
Lymphozytendepletion keinen Einfluss auf die Mortalitdt in der polymikrobiellen
Sepsis besaB, konnten andere Autoren ein vermindertes Uberleben in unterschiedlichen

Sepsismodellen nachweisen (Tabelle 2).
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Publikation Vergleichs- Defekt Sepsis- | Auswirkung auf
gruppe modell die Mortalitat
Enoh et al. cD4™ CD4 - CLP keine Auswirkung
(26) anti-CD4 Zelldepletion auf die Mortalitat
Bosmann et al. Ragl"' B-und T- CLP keine Auswirkung
(27) Zelldepletion auf die Mortalitét
Shelley et al. Ragl™ B-und T- CLP Ragl™ >
(23) Zelldepletion Wildtyp
Martignoni etal. | CD4” CD4- und CDS8- | CLP CD4™ > Wildtyp
(24) cD8 ™" Zelldepletion > CD8™"
Reim et al. Ragl™ B-und T- CASP Ragl™ und
(28) Zelldepletion BalbC/nude >
uMT B-Zelldepletion MMT und Wildtyp
BalbC/nude | T-Zelldepletion

Tabelle 2: Auswirkung der Lymphozytendepletion auf die Mortalitdt in unterschiedlichen
Sepsismodellen. CLP, cecal ligation and puncture; CASP, colon ascendens stent peritonitis; Ragl”,
recombinase-activating-genel-defiziente Mause, welche keine B- und T-Zellen besitzen; uMT,
membrangebundenes-IgM-defiziente Mduse, die keine B-Zellen besitzen; BalbC/nude, Mause, die keinen
Thymus und somit keine T-Zellen besitzen.

In der frihen Phase der Sepsis, also bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Sepsisinduktion, wird in T-Lymphozyten, neben B-Lymphozyten, Apoptose induziert
(13; 29). Die Auswirkung der Apoptose und der Verlust der T-Lymphozyten auf den
Verlauf einer Sepsis unterscheidet sich je nach Schweregrad der Sepsis: je weiter die
Sepsis voranschreitet, desto ausgepragter ist der Verlust an Lymphozyten und die
Anzahl der Apoptosekorper, welche von Makrophagen phagozytiert werden. Je mehr
Apoptosekorper phagozytiert werden, desto eher nimmt der Makrophage einen
antiinflammatorischen Phanotyp an und produziert TGF-$ und IL-10. Dies wiederum
fuhrt zu einer verminderten Entziindungsaktivitat (29). Lymphozyten, in denen keine
Apoptose induziert wird, nehmen entweder einen antiinflammatorischen Th2-Phanotyp
an oder gehen aufgrund persistierender Antigenstimulation und Uberstimulation in
einen Zustand der Erschopfung Uber. Erschépfte T-Lymphozyten sind durch eine
erhdhte Expression des programmed cell death 1 (PD1) Rezeptors gekennzeichnet,

welcher auf T-Zellen vorkommt und nach Bindung seines Liganden programmed cell
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death 1 ligand (PD-L1) zu einer verminderten Proliferationsfahigkeit und
Zytokinproduktion fiihrt sowie Apoptose auslosen kann (30). Der Verlust der durch
Apoptose zu Grunde gegangenen Zellen, die durch Apoptose ausgeloste
antiinflammatorische Immunantwort sowie die T-Zellerschopfung tragen erheblich zur
Entstehung einer Immunparalyse bei, die zu einem todlichen Verlauf einer Sepsis
beisteuern kann (30). Dariiber hinaus sind CD4" Treg-Zellen gegeniiber Apoptose
resistent, und kdnnen somit weiterhin ihre suppressive Wirkung ausiiben. Dies tragt zur
Unterdriickung sowohl der Thl- und Th2- als auch der Thl7-Antwort und somit
ebenfalls zur Immunparalyse bei (30). Zusammengefasst wird Uber die genaue Funktion
der T-Lymphozyten und deren Beteiligung an einem Gleichgewicht zwischen Pro- und
Antiinflammation wéhrend der unterschiedlichen Phasen der Sepsis aktuell noch

ausgiebig diskutiert.

1.1.5 Moderne Sepsistherapie

Unter Berlcksichtigung der individuellen Bedurfnisse des jeweiligen Patienten beruht
die Sepsistherapie sowohl auf kausalen Malinahmen, welche die Sanierung des
Infektfokus sowie die antimikrobielle Therapie beinhalten, als auch auf supportiven
MaRnahmen, zu denen die hdmodynamische Stabilisierung durch VVolumentherapie und
die Vasopressorgabe zahlen (31). Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet der
Pathophysiologie der Sepsis ist es bis heute noch nicht gelungen, aus den gewonnenen
Erkenntnissen eine effektive spezifische Therapie abzuleiten. Zahlreiche Substanzen
wurden untersucht, hierunter vor allem solche, die gegen die hyperinflammatorische
Phase der Sepsis gerichtet sind. Klinische Studien mit TNF-Antikdrpern, l16slichen
TNF-Rezeptoren, IL-1 Rezeptorantagonisten, Prostaglandin-Antagonisten, Bradykinin-
Antagonisten und Thrombozytenaktivierungsfaktor-Rezeptorantagonisten blieben ohne
zufriedenstellende klinische Ergebnisse (32). Der Einsatz von Glukokortikoiden in der
Sepsis wird kontrovers diskutiert (31). Aus einer aktuellen systematischen
Ubersichtsarbeit, in der 35 randomisiert-kontrollierte klinische Studien ausgewertet
wurden, ergibt sich kein Vorteil hinsichtlich schwerer unerwiinschter Ereignisse und der
Mortalitat fir eine Anwendung von Glukokortikoiden in der Sepsis (33). In einem
murinen Modell der polymikrobiellen Sepsis hingegen konnte durch die Gabe von
Glukokortikoiden, kombiniert mit Immunsuppressiva, ein positiver Effekt auf das
Uberleben beobachtet werden, sofern die Gabe zusammen mit einem Antibiotikum

erfolgte (34). Aktuell wird die Anwendung von niedrig dosiertem Hydrokortison im
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septischen Schock empfohlen, sofern eine h&modynamische Stabilisierung durch
Volumentherapie und Vasopressorgabe nicht erreicht werden kann (31).

Basierend auf der Erkenntnis zur Sepsis-induzierten Immunsuppression konnten in
Tiermodellen der Sepsis sowie in septischen Patienten Substanzen identifiziert werden,
die darauf abzielen, die Immunantwort eines Organismus und dadurch die Mortalitat in
der Sepsis zu verbessern. Hierunter z&hlen beispielsweise die Zytokine IL-7 und IL-15,
der Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie stimulierende Faktor (GM-CSF) sowie
eine Therapie gegen koinhibierende Molekile, wie beispielsweise gegen PD1 und
seinen Liganden PD-L1 (35). Nach Sepsisinduktion durch cecal ligation and puncture
(CLP), bei der das Zokum zuerst ligiert und anschlieBend punktiert wird, flhrte
rekombinantes humanes IL-7 (rhIL-7) beispielsweise zu einer verstarkten Proliferation
von CD8" T-Zellen, verhinderte die Sepsis-induzierte Apoptose von CD4" und CD8" T-
Zellen, wirkte der Sepsis-induzierten Verminderung von IFN-y entgegen und fiihrte
durch eine verstarkte Expression von Integrinen zu einer vermehrten Rekrutierung von
Leukozyten. In einer Uberlebenskinetik konnte eine deutliche Verlangerung des
Uberlebens in rhiL-7-behandelten Mausen nachgewiesen werden (36). Nach CLP-
Induktion flhrte 1L-15 zu einer Verminderung der Sepsis-induzierten Apoptose von
CD8" T-Zellen, NK-Zellen, dendritische Zellen (DCs) und intestinalen Epithelzellen.
IL-15-behandelte Mause wiesen in einer Uberlebenskinetik eine deutliche Verlangerung
des Uberlebens auf (37). In einer Kklinischen Studie konnte gezeigt werden, dass GM-
CSF die Funktion von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
verbesserte und die HLA-DR Expression auf antigenprasentierenden Zellen (APCs) in
septischen Patienten erhéhte, was wiederum zu einer Verbesserung der Immunfunktion
beitrug (38). PD-1 und sein Ligand PD-L1 wurden wahrend einer Sepsis auf
peritonealen Makrophagen sowie in geringerem Ausmal auf T- und B-Zellen
hochreguliert und beeintrachtigten die phagozytotische Funktion der Makrophagen
wahrend einer Sepsis und deren Fahigkeit, das antiinflammatorische Zytokin IL-10 zu
produzieren. Nach CLP-Induktion zeigten PD17-Mause ein deutlich verbessertes
Uberleben (39). Die klinische Relevanz dieser Beobachtungen ist nach wie vor unklar.
Ein weiteres wichtiges Feld der Sepsisforschung ist die Identifizierung von im
klinischen Alltag praktikablen Biomarkern, die die Einschatzung des inflammatorischen
Status eines Patienten erlauben, um so eine optimale Therapie in Abhangigkeit vom

jeweiligen Immunstatus gewahrleisten zu kénnen (35; 40).
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1.2 Das Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptorsystem

1.2.1 Nomenklatur und Klassifikation

Die  Sphingosin-1-Phosphat(S1P)-Rezeptoren  gehdren  zusammen mit  den
Lysophosphaditidsaure(LPA)-Rezeptoren zu der Gruppe der Lysophospholipid(LPL)-
Rezeptoren, welche auch unter dem historischen Namen Edg-Rezeptoren bekannt ist
(41). Edg steht fur endothelial differentiation gene und wurde 1990 als Name fur ein
Gen verwendet, welches durch den Tumorpromoter PMA (Phorbol 12-myristate 13-
acetate) in menschlichen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human umbilical
vein endothelial cells, HUVEC) induziert wurde. Mit der Polypeptidsequenz dieses
Gens wurde der Edg-1 als Rezeptor zum ersten Mal beschrieben, ein passender Ligand
konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert werden (42). Erst 1998 konnte
schlielich gezeigt werden, dass es sich bei dem Edg-1 um einen S1P-Rezeptor handelt
(43). Im Jahre 2002 wurde durch die International Union of Pharmacology (IUPHAR)
fir die LPL-Rezeptoren eine einheitliche Nomenklatur festgelegt, die 2010 an den
neuesten Stand der Forschung angepasst wurde. Fir die S1P-Rezeptoren hat sich in
Bezug auf die Nomenklatur seit 2002 allerdings nichts verandert. Die aktuelle

Nomenklatur kann aus Tabelle 3 enthommen werden (41; 44).

Rezeptorname Genname Edg-Name
nach IUPHAR nach TUPHAR
Mensch Maus

S1P, S1PR1 Siprl Edg-1
S1P, S1PR2 Sipr2 Edg-5
S1P; S1PR3 S1pr3 Edg-3
S1P, S1PR4 Sipr4 Edg-6
S1Ps S1PR5 S1pr5 Edg-8

Tabelle 3: Nomenklatur der S1P-Rezeptoren nach IUPHAR (41; 44).

1.2.2 S1P-Rezeptoren

Die S1P-Rezeptoren gehdren zu der Familie der G-Protein-(Guaninnukleotid-bindende
Proteine)  gekoppelten  Rezeptoren und  bestehen aus 7  a-helikalen
Transmembrandomaénen, die in der Zellmembran verankert sind (45). S1P-Rezeptoren

sind mit heterotrimeren G-Proteinen assoziiert, welche aus einer Go-Untereinheit und
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einer By-Untereinheit bestehen. Nach Bindung von S1P an einen Rezeptor wird an der
Gao-Untereinheit des G-Proteins GDP gegen GTP ausgetauscht. AnschlieBend kénnen
Go-GTP und GBy Effektormolekdle verschiedener intrazellularer
Signaltransduktionskaskaden auslosen. Ein Rezeptor kann an verschiedene Ga-
Untereinheiten koppeln, wodurch unterschiedliche intrazellulare Signalkaskaden
aktiviert und somit verschiedene Funktionen durch ein und denselben Rezeptor
vermittelt werden kdnnen (45). Abbildung 1 gibt Aufschluss ber die verschiedenen
S1P-Rezeptorsubtypen und die entsprechenden intrazellularen

Signaltransduktionswege.

Abbildung 1: S1P-Rezeptorsubtypen und entsprechende intrazelluldre Signaldransduktionswege
modifiziert nach Brinkmann 2007 (46) und Blaho 2011 (47). S1P, signalisiert ausschlielich tiber Gai
und unterscheidet sich hierdurch von den anderen S1P-Rezeptoren. S1P, und S1P; signalisieren tber Gai,
Gog und Gal2/13. S1P, und S1Ps signalisieren Uber Gai und Gal2/13. Gai fuhrt tber PI3K und Akt zu
einer Erhdhung des Zelllberlebens, Gber PI3K und Rac induziert es die Zellmigration, fuhrt zu einer
gefestigten  Endothelzellbarriere und zu einer Vasodilatation sowie tber Ras und MAPK zu einer
verstarkten Zellproliferation. Weiterhin fuhrt es tber PLC zu einer Erhéhung des intrazellularen
Kalziums. Gaq fihrt ebenso zu einer Aktivierung der PLC und zu einer erhdten intrazelluldren
Kalziumkonzentration. Gal2/13 fiihrt Gber Rho und ROCK zu einer Hemmung von Rac und somit zur
Hemmung der Zellmigration, zu einer verminderten Endothelzellbarriere und zu einer Vasokonstriktion.
AC, Adenylatzyklase; cAMP, zyklisches Adenosinmonophosphat; Ras, kleines G-Protein; MAPK,
Mitogenaktivierte Proteinkinase; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase; Akt, Proteinkinase B; Rac, kleines G-
Protein ; PLC, Phospholipase C; IP3, Inositoltriphosphat; Ca?*, Kalzium; DAG, Diacylglycerol; PKC,
Proteinkinase C; Rho, kleines G-Protein; ROCK, Rho-assoziierte Proteinkinase.
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Eine Zusammenfassung der Expressionsprofile der jeweiligen S1P-Rezeptoren in

verschiedenen Geweben und Organen kann aus Tabelle 4 entnommen werden.

S1P-Rezeptor | Expressionsprofil in verschiedenen Geweben/Organen
Subtyp

S1P, Gehirn, Lunge, Milz, Herz/Gefale, Niere

S1P; Gehirn, Lunge, Herz

S1P; Lunge, Milz, Herz, Niere, Darmtrakt, Diaphragma, Knorpel
S1P, Lymphatische Gewebe, glatte Muskelzellen der Atemwege
S1Ps ZNS

Tabelle 4: S1P-Rezeptorsubtypen und ihr jeweiliges Expressionsprofil in verschiedenen
Geweben/Organen nach der Ubersichtsarbeit von Brinkmann 2007 (46).

1.2.3 Sphingosin-1-Phosphat Metabolismus

S1P wird aus Bestandteilen der Plasmamembran, den Sphingolipiden, synthetisiert.
Sphingolipide, wie das Sphingomyelin, werden durch die Sphingomyelinase gespalten.
Das Spaltprodukt, Ceramid, wird wiederum durch Ceramidasen gespalten. Hierdurch
entsteht Sphingosin, welches durch Sphingosinkinasen zu S1P phosphoryliert wird (48)
(Abbildung 2). Die Sphingosinkinase-1 (SphK1) phosphoryliert Sphingosin an der
Plasmamembran, die Sphingosinkinase-2 (SphK2) in  Mitochondrien, im

endoplasmatischen Retikulum und im Nukleus (49).
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Sphingomyelin

Sphingo- Sphingomyelin-
myelinase synthase
Ceramid
Ceramidase Ceramid-
synthase
Sphingosin
Sphingosin- S1P-
kinase Phesphatase
S1P
Ap'h
Hexadekanal Phospho—.
ethanolamin

Abbildung 2: S1P-Metabolismus.

S1P kann entweder durch spezifische Transporter aus den Zellen geschleust werden und
als Ligand seine Wirkung von extrazellular auf autokrinem oder parakrinem Wege
entfalten oder intrazellulér als sekundarer Botenstoff fungieren (49).

Die S1P-Konzentration ist in den meisten Geweben sehr niedrig, in der Lymphe und im
Blut hingegen findet man erhohte S1P-Konzentrationen (50). Der daraus resultierende
S1P-Gradient kommt durch die Aktivitdt des Enzyms S1P-Lyase zu Stande: die S1P-
Lyase wird von hadmatopoetischen Zellen innerhalb lymphatischer Organe exprimiert
und sorgt dort fur die Degradierung des S1P, wodurch die S1P-Konzentration innerhalb
lymphatischer Organe niedrig ist (50). Sowohl Erythrozyten als auch Thrombozyten
besitzen beide weder die S1P-Lyase noch die S1P-Phosphatase um S1P zu degradieren
(49) und konnten somit als Ursprungsquelle von extrazellularem S1P im Blut
angenommen werden. Anhand nuclear factor-E-2(NF-E2)-defizienter Mause, die durch
das Fehlen des Transkriptionsfaktor NF-E2 so gut wie keine Thrombozyten besitzen
und normale S1P-Konzentrationen im Plasma aufweisen, konnte schliellich gezeigt

werden, dass die erhohte S1P-Konzentration im Blut auf die Erythrozyten
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zuruckzufiihren ist (51). Das S1P in der Lymphe stammt aus lymphatischen
Endothelzellen, welche die SphK1 und die SphK2 exprimieren (52).

1.2.4 S1P und T-Lymphozyten

S1P spielt eine malgebende Rolle bei der Auswanderung von T-Lymphozyten aus
lymphatischem Gewebe sowie von reifen T-Lymphozyten aus dem Thymus (53; 54; 55;
56). Fur die Auswanderung von Lymphozyten aus sekundéren lymphatischen Organen
wird der S1P-Gradient bendtigt, den die Lymphozyten mit Hilfe ihres S1P; aufspiren
kdnnen. Aufgrund der jeweiligen lokalen S1P-Konzentrationen wird im Blut S1P; auf
den Lymphozyten herunter-, in lymphatischem Gewebe wieder herauf- und schlieBlich
in der Lymphe wieder herunter reguliert. Diese Liganden-induzierte zyklische
Modulation von S1P; auf den Lymphozyten wird fiir deren Rezirkulation benétigt (56).
S1P; auf Lymphozyten im Blut wird durch Phosphorylierung durch die G-Protein
gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GKR2) desensibilisiert, was ihnen ermdglicht, S1P-
vermittelten Signalen vorlbergehend zu entkommen, um in lymphatisches Gewebe
einwandern zu konnen (57). Die Einwanderung der Lymphozyten in Lymphknoten
erfolgt durch Hochendotheliale VVenolen (HEV). Die rollenden Lymphozyten werden
durch Interaktion des Lymphozytenhomingrezeptors L-Selectin (CD62L) mit Muzin-
ahnlichen Glykoproteinen der Endothelzellen an das Endothel gebunden. Diese
Verbindung wird nun gefestigt: CCR7-CCL21-vermittelte Signale sowie die
Schubspannung des Blutstromes induzieren eine Konfirmationsdnderung des
Lymphozytenintegrins lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA1l, alp2-
Integrin), wodurch dieses mit dem intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) oder
ICAM-2 auf Endothelzellen interagieren kann. Die Lymphozyten bewegen sich
anschlieBend entlang des Endothels der HEV, um an bestimmten Austrittspforten,
sogenannten exit ramps, zu transmigrieren (58). Gelangen die Lymphozyten in nicht-
entzundliche Lymphknoten, wird der S1P; aufgrund der dort vorhandenen niedrigeren
S1P-Konzentrationen wieder hoch reguliert, wodurch die Lymphozyten wieder in der
Lage sind, entlang des S1P-Gradienten auszuwandern (49) (Abbildung 3A). Gelangen
die Lymphozyten allerdings in entziindliche Lymphknoten, induziert das dortige
Zytokinmilieu eine verstarkte Expression des Oberflachenmolekiils CD69, was dazu
flhrt, dass S1P; internalisiert und degradiert wird (59). Nach T-Zell-Rezeptor-
vermittelter Aktivierung kommt es zu einer weiteren Herabregulierung der S1P;-

Expression, was das Auswandern der Zellen verhindert und ihnen ermdglicht, zu
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proliferieren und sich effektiv in T-Effektorzellen zu differenzieren. Nach 3-4
Zellteilungen regulieren die T-Effektorzellen S1P; wieder hoch und sind somit in der
Lage, den Lymphknoten wieder zu verlassen (49) (Abbildung 3B). Diese
Auswanderung aus dem Lymphknotenparenchym erfolgt S1P;-abhéngig, sobald die
CCR7-vermittelten Retentionssignale durch S1P;-vermittelte Signale aufgehoben
werden konnen (60). Lymphozyten migrieren in kortikale Sinusoide und werden durch
medulldre Sinusoide und efferente LymphgefaRe anschlieBend mit der Lymphe

abtransportiert (61).

Blut Lymphknoten Lymphe

ORI

Blut Lymphknoten Lymphe

CD69

—
TCR
MHCII

S1P
S1P,-Rezeptor

T-Zelle

T- Effektorzelle

iy
©
©
é& Dendritische Zelle

Abbildung 3: Lymphozytenzirkulation modifiziert nach Spiegel et al. 2011 (49) (A) unter
physiologischen Bedingungen und (B) im entztindlichem Milieu. Eine ausfiuhrliche Beschreibung der
jeweiligen Abbildungen erfolgt im Text.
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Neben dem Einfluss auf das Wanderungsverhalten von T-Lymphozyten besitzt S1P
wichtige Funktionen bei der Regulation der T-Zell-Proliferation, der Differenzierung zu
T-Effektorzellen sowie der Produktion von Zytokinen. S1P hemmt die T-Zell-
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Proliferation Uber S1P; in vitro (62). Dariliber hinaus ist S1P Uber S1P; an der
Polarisierung zu Th17-Zellen beteiligt. In vitro stimulierte S1P;-defiziente T-Zellen
unterdriicken die Differenzierung zu Thl17-Zellen. In vivo kommt es durch eine
beeintrachtigte  Phosphorylierung von S1P; zu einer verstarkten Thl7-
Zelldifferenzierung (63). S1P4-knockout Maduse hingegen zeigen eine verminderte
Differenzierung zu Th17-Zellen in vivo (64). S1P besitzt einen hemmenden Einfluss auf
die Differenzierung von Treg-Zellen in vivo, was (ber S1P; vermittelt wird (65). Uber
die Rolle der S1P-vermittelten Zytokinproduktion durch T-Zellen gibt es in der
Literatur ~ zahlreiche,  teils  widerspriichliche =~ Angaben, abh&ngig  von
Versuchsanordnungen, Protokollen und Mausstammen: 2003 konnte gezeigt werden,
dass S1P (ber S1P; eine Hemmung der Produktion von IFN-y und IL-4 durch murine
CD4" T-Zellen aus der Milz vermittelte (62). 2007 konnte hingegen eine Erhéhung der
IL-4 Produktion tber S1P; durch murine CD4" Zellen aus der Milz von transgenen
S1P;-Méusen (S1P;-Tg-Mausen), welche eine konstitutive Expression des S1P; auf
Lymphozyten aufweisen, im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen beobachtet werden (66).
S1P, vermittelt eine Hemmung der Produktion von IFN-y, IL-4 und IL-2 sowie eine
Forderung der Produktion von IL-10 (67). Liu et al. konnten 2010 anhand drei
verschiedener in vivo Experimente zeigen, dass S1P die Thl-Zell-Antwort und die

Produktion von IFN-y in vivo Uber S1P; forderte (65).

1.2.5 S1P und Makrophagen

Die in der sterilen Peritonealhdhle einer unbehandelten Maus vorzufindenden
Makrophagen (PerC M@) setzen sich aus zwei Subpopulationen zusammen (68), die
sich unter anderem auf Grund ihrer GrofRe unterscheiden und demnach als kleine
Makrophagenpopulation  (small macrophage population, SMP) und grof3e
Makrophagenpopulation (large macrophage population, LMP) bezeichnet werden. Des
Weiteren unterscheiden sich die beiden Makrophagenpopulationen hinsichtlich ihres
Phénotypes. Sowohl SMP als auch LMP exprimieren beide das makrophagentypische
Oberflachenmolekiil F4/80 sowie MHC-II, allerdings in unterschiedlichem Ausmal?.
Die SMP weisen eine schwache Expression von F4/80 und eine starke Expression von
MHC-I1 auf und werden dementsprechend in der Literatur auch als F4/80"*MHCII""-
Makrophagen bezeichnet, die LMP hingegen weisen eine starke Expression von F4/80
und eine schwache Expression von MHC-II auf und werden entsprechend als
F4/80""MHCI1""-Makrophagen bezeichnet (69; 68). Hinsichtlich ihrer Funktion sind
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beide Makrophagensubpopulationen zur Phagozytose von Bakterien in vivo fahig. Die
Antigenprasentation durch Makrophagen in vitro wird den SMP zugeschrieben, die
Phagozytose apoptotischer Zellen in vivo den LPM. Sowohl die SMP als auch die LMP
besitzen die Fahigkeit, Stickstoffmonooxid zu produzieren, die SMP allerdings nur in
vivo, die LMP hingegen in vivo und in vitro (69; 68). Versuche, SMP und LMP anhand
ihrer Stickstoffmonooxidproduktion in das géangige M1/M2-Makrophagenmodell
einzuordnen, sind Kritisch zu betrachten (68; 70).

Murine Makrophagen besitzen ein breites S1P-Rezeptorprofil, welches sich abhangig
von dem Ursprungsort der jeweiligen Makrophage unterscheidet (47): aus dem
Knochenmark stammende Makrophagen exprimieren beispielsweise S1P; und S1P;
(71), alveolare Makrophagen exprimieren S1Pi,4 (72) und durch Thioglycolat
hervorgerufene peritoneale Makrophagen exprimieren S1P;4, wobei S1P; und S1P,
hierbei eine deutliche Dominanz aufweisen (73).

Die Rekrutierung peritonealer Makrophagen in die entziindete Peritonealhthle erfolgt
entlang eines S1P-Gradienten. In einem murinen Thioglycolat-induzierten
Peritonitismodell konnte bei FTY720-behandelten Maé&usen eine Reduktion an
peritonealen Makrophagen um bis zu 80 % festgestellt werden (74). Fur das
Wanderungsverhalten entlang dieses Gradienten ist S1P; verantwortlich, was die
Tatsache wiederspiegelt, dass peritoneale Makrophagen von S1Ps-defizienten Mausen
in vitro nicht entlang eines S1P-Gradienten wanderten und in vivo nach Thioglycolat-
induzierter Peritonitis im Gegensatz zur Kontrollgruppe in ihrer Anzahl deutlich
vermindert waren (74). Fur die Auswanderung aus der entziindeten Peritonealhohle ist
hingegen S1P; verantwortlich, was in einem Zymosan-induzierten Peritonitismodell
durch eine erhohte Anzahl von S1P;-defizienten Makrophagen in der Peritonealhthle
nachgewiesen werden konnte (75). In diesem Modell konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass apoptotische neutrophile Granulozyten die Expression von S1P; auf peritonealen
Makrophagen induzierten und dadurch letztendlich deren Auswanderung initiierten
(75).

Im Gegensatz dazu besitzt S1P, einen hemmenden Einfluss auf die Migration
peritonealer Makrophagen (73). Nach Thioglycolat-induzierter Peritonitis wiesen S1P,-
defiziente Maduse eine erhohte Anzahl peritonealer Makrophagen im Vergleich zu
Wildtyp-Mé&usen auf. Neben dem hemmenden Effekt von S1P, in Bezug auf die
Rekrutierung peritonealer Makrophagen konnte darliber hinaus gezeigt werden, dass
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S1P;, bei der Auswanderung peritonealer Makrophagen in drainierende Lymphknoten

deren Geschwindigkeit verminderte (73).

1.2.6 S1P und weitere Immunzellen

Neben T-Lymphozyten und Makrophagen exprimieren auch weitere Zellen des

angeborenen und adaptiven Immunsystems spezifische S1P-Rezeptorprofile. Die

konkrete S1P-Wirkung auf diese Zellen

resultiert aus diesem spezifischen

Rezeptorprofil. Aus Tabelle 5 kann ein Uberblick tiber verschiedene Immunzellen, ihr

S1P-Rezeptorprofil sowie dartiber vermittelte wichtige Funktionen entnommen werden.

Immunzellen Rezeptor- | Wichtige S1IP-Wirkungen
profil (76)
Dendritische S1PR134 | = Migration Gber S1P; (76)
Zellen = Endozytose Uber S1P3 (76)
Neutrophile S1PR134 |= Migration Gber S1P; und S1P4 (76)
Granulozyten = Gewebeinfiltration iber S1P; (76)
Eosinophile S1PR12345 | = Migration tber S1P; (76)
Granulozyten = Chemotaxis Uber S1P; in vitro (76)
Mastzellen S1PR12345 | = Migration tber S1P; (76)
= Mastzelldegranulation tber S1P, (76)
Makrophagen S1PR1234 |= Migration tber S1P; und S1P3 in vitro und in vivo
(77)
= Hemmung der Migration peritonealer
Makrophagen tber S1P; in vitro (73)
= Forderung der Differenzierung von Monozyten zu
antiinflammatorischen ~ M2-Makrophagen  und
Unterdriickung zu proinflammatorischen M1-
Makrophagen tber S1P; in vitro (71)
Naturliche S1PR;is = Migration Uber S1Ps> S1P; in vivo (76)
Killerzellen
T-Zellen S1PR;4 = Auswanderung von T-Zellen aus lymphatischem

Gewebe Uber S1P; in vivo (54)

= Auswanderung reifer T-Zellen aus dem Thymus in
vivo (54; 55)

= Hemmung der T-Zellproliferation tber S1P; in
vitro (62)

= Forderung der Differenzierung zu Th17-Zellen tber
S1Py in vitro (63)

= Unterdriickung der Differenzierung zu Th17-Zellen
uber S1P; in vivo (63)

= Hemmung der Differenzierung zu Thl7-Zellen
uber S1P,4 in vivo (64)
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= Hemmung der Differenzierung zu Treg-Zellen tber
S1P; in vivo (65)

= Hemmung der Produktion von IFN-y und IL-4
durch murine CD4" Zellen aus der Milz iiber S1P;
(62)

= Erh6hung der IL-4 Produktion durch murine CD4"
Zellen aus der Milz von transgenen S1P;-Md&usen
(S1P;-Tg-Méusen) im Vergleich zu Wildtyp-
Méusen ber den S1P; (66)

= Hemmung der Produktion von IFN-y, IL-4 und IL-
2 sowie Forderung der Produktion von IL-10 uber
S1P4 (67)

= FOrderung der Th1-Zellantwort und der Produktion
von IFN-y tber S1P; in vivo (65)

B-Zellen S1PR;234 |= Auswanderung von B-Zellen aus lymphatischem
Gewebe Uber S1P; in vivo (54)

Tabelle 5: Verschiedene Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, ihr S1P-
Rezeptorprofil sowie dartber vermittelte wichtige Funktionen.

1.3 FTY720 (Fingolimod)
1.3.1 Entdeckung des FTY720

Auf der Suche nach neuartigen Immunsuppressiva mit  glnstigeren
Nebenwirkungsprofilen entdeckten Fujita et al. 1994 in dem Kulturmedium des Pilzes
Isaria sinclarii eine starke immunsuppressive Aktivitat und isolierten daraufhin den
aktiven Metabolit ISP-1 (78). ISP-1 weist dieselbe Struktur auf wie das bereits 1972 aus
dem Pilzen Myriococcum albomyces isolierte Antibiotikum Myriocin (79). Die Begriffe
ISP-1 und Myriocin werden in der Literatur synonym verwendet. Durch weitere
Modifizierungen der Molekdlstruktur von ISP-1 entstand letztendlich das Molekil 2-
Amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]-1,3-Propanediol Hydrochlorid, dem der Name
FTY720 gegeben wurde (80). FTY720 wird in der Literatur mit dem Begriff

Fingolimod synonym verwendet.

1.3.2 Struktur

FTY720 ist ein Analogon des Sphingosins und besteht aus einer polaren
Aminodiolkopfgruppe, die Uber einen 1,4-disubstituierten Phenylring mit einem
lipophilen Fettséurerest verbunden ist (81) (Abbildung 4). Die Aminodiolkopfgruppe
wird durch die Sphingosinkinase 2 in vivo zu FTY720-Phosphat (FTY720-P)
phosphoryliert (82). Das S-Enantiomer des phosphorylierten FTY720 (S-FTY720-P) ist
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die aktive Form des Molekiils und Agonist an den Sphingosinrezeptoren S1P;, S1Ps,
S1P, und S1Ps (53; 83; 84). Der lipophile Fettsdurerest interagiert mit hydrophoben
Anteilen der Bindungstasche der S1P-Rezeptoren (85), wodurch diese letztendlich

aktiviert werden.

H,0,PO NH,

OH

Abbildung 4: (S)-Fingolimod-P (FTY720) modifiziert nach Kiuchi et al. 2005 (84).

1.3.3  Wirkmechanismus der FTY720-vermittelten Immunsuppression durch
Interferenz mit der T-Zellmigration

Im Gegensatz zu anderen Immunsuppresiva beruht die immunmodulatorische Wirkung
von FTY720 auf einem vollkommen neuen Wirkmechanismus.

Chiba et al. beobachteten nach der Gabe von FTY720 in Dosen von 0,1-1 mg/kg KG
einen Abfall der Lymphozytenzahl im Blut und in der Lymphflissigkeit bei einem
gleichzeitigen Anstieg in mesenterialen Lymphknoten, peripheren Lymphknoten und
Peyer-Plaques (86). Diese FTY720-induzierte Sequestration der Lymphozyten in
sekundar lymphatischen Organen und dem Thymus wurde 1998 erstmals fir die
immunmodulatorische Aktivitat von FTY720 verantwortlich gemacht (86). Bis zum
heutigen Zeitpunkt hat sich das Wissen tber den immunsuppressiven Wirkmechanismus
von FTY720 konkretisiert. FTY720 ist ein struktureller Agonist an S1P1345. Seine
immunmodulatorische Funktion tibt FTY720 allerdings als funktioneller Antagonist am
S1P; aus: nach in vivo Phosphorylierung von FTY720 zu FTY720-P durch die
Sphingosinkinase 2 bindet FTY720-P an S1P; auf Thymozyten und Lymphozyten und
sorgt flr dessen Internalisierung und Degradation (53; 83). Dadurch sind die Zellen
nicht mehr in der Lage, einen S1P-Gradienten aufzuspiiren und werden somit in primér

und sekundar lymphatischen Organen festgehalten (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Wirkmechanismus der FTY720-vermittelten Immunsuppression am Beispiel eines
Lymphknotens modifiziert nach Lo et al. 2005 (56) und Chiba et al. 2011 (87). Eine ausfthrliche
Beschreibung der Abbildung erfolgt im Text.

Neueste Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die FTY720-induzierte Sequestration von
Lymphozyten, zusétzlich zu der Internalisierung des S1P;, ebenfalls auf einer
verstarkten ~ Hemmung der  Migration von  T-Lymphozyten aus dem
Lymphknotenparenchym in lymphatische Sinusoide zurtckzufiihren ist (88).

Demnach bt FTY720 im Vergleich zu anderen Immunsuppressiva, wie beispielsweise
Cyclosporin A und Tacrolimus, seine immunsuppressive Wirkung aus, ohne die

Proliferation sowie die Aktivierung von T-Lymphozyten zu beeinflussen (89).

1.3.4 FTY720 in Tiermodellen

FTY720 fand bislang in diversen experimentellen Tiermodellen erfolgreiche
Anwendung. So konnte nachgewiesen werden, dass FTY720 die AbstolRungszeit von
allogenen Transplantaten von Herz, Niere, Leber, Haut, Dunndarm und Pankreas in
Mausen, Ratten, Hunden und nicht-menschlichen Primaten verldngerte sowie das
Auftreten eines Ischamie-Reperfusionssyndrom und einer Graft-versus-Host-Reaktion
nach Transplantationen reduzierte (90). In einem Tiermodell fur Multiple Sklerose
verhinderte FTY720 die Entwicklung einer experimentellen Autoimmunenzephalitis
(83). In einem weiteren Tiermodell fir Asthma konnte FTY720 die Entzlindung der
Atemwege erfolgreich unterdriicken. Hierbei wurde gezeigt, dass FTY720 die
Migration und Aktivierung von dendritischen Zellen in mediastinale Lymphknoten
verhinderte und die Infiltration von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten in
Entzlindungsherde inhibierte (91; 92). Ebenso konnte an LDL-defizienten M&usen,
einem experimentellen Modell fur Arteriosklerose, gezeigt werden, dass peritoneale

Makrophagen nach Behandlung mit FTY720 einen antiinflammatorischen Phénotyp
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annahmen, wodurch letztendlich die FTY720-behandelteten Mé&use vor Arteriosklerose
geschitzt waren (93). Auch konnte gezeigt werden, dass FTY720 die
immunmodulatorische Aktivitat regulatorischer T-Zellen beeinflusste sowie fir eine
Stabilisierung der Endothelzellbarriere sorgte (94; 82). Des Weiteren konnte durch
FTY720 die Entwicklung einer Kolitis in zwei unterschiedlichen experimentellen
Kolitismodellen verhindert werden (95). Rezente Daten zeigten nach FTY720-Gabe
eine Verbesserung der Sepsis-induzierten kardialen Dysfunktion im CLP-Modell (96).
Die Verwendung von FTY720 im murinen CASP-Modell wurde in der Literatur bislang
noch nicht beschrieben.

1.3.5 FTY720 in klinischen Studien

Aufgrund erfolgreicher tierexperimenteller Anwendung von FTY720 erhoffte man sich
einen Nutzen des Medikamentes in Bezug auf die AbstoBungszeit von
Organtransplantaten. Nach einer vielversprechenden Phase-I-Studie sowie zwei Phase-
I1-Studien zur Dosisfindung konnte in einer Phase-I11-Studie beobachtet werden, dass
Patienten, die 5 mg FTY720 in Kombination mit einer reduzierten Dosis Cyclosporin
bekamen, ofter eine akute TransplantatabstoBung entwickelten als Patienten, die die
Standardtherapie mit Mycophenolat Mofetil und einer ganzen Dosis Cyclosporin
erhielten. Weitere klinische Studien mit FTY720 in Bezug auf Transplantatabstof3ung
wurden folglich erst einmal eingestellt (90).

Weitaus vielversprechender erwiesen sich klinische Studien zur Behandlung der
Multiplen Sklerose. So konnte der Nutzen von FTY720 bei Patienten mit schubférmiger
Multiplen Sklerose sowohl 2006 durch eine doppelt-blinde, Placebo-kontrollierte Phase
Il Studie Uber 6 Monate (97) als auch 2010 durch eine doppelt-blinde, Placebo-
kontrollierte Phase Il Studie Gber 24 Monate nachgewiesen werden (98). Des Weiteren
wurde in einer doppelt-blinden Phase Il Studie Uber 12 Monate gezeigt, dass FTY720
der bereits etablierten Therapie der schubférmigen Multiplen Sklerose mit Interferon-
Rla Uberlegen ist (99). Ein Nutzen von FTY720 bei Patienten mit primér progredienter
Multiplen Sklerose konnte hingegen in einer doppelt-blinden, Placebo-kontrollierten
Phase Il Studie nicht festgestellt werden (100). Zu den haufig beobachteten
unerwunschten  Ereignissen zahlten die Lymphopenie von 20-30 % des
Ausgangswertes, ebenso wie Bradykardie und Hypotension innerhalb zwei Stunden
nach der ersten Gabe von FTY720. Aullerdem wurden erhohte Blutdruckwerte nach

einem Zeitraum von zwei Monaten, Infekte des unteren und oberen Respirationstraktes,
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Herpesvirusinfektionen, Hautneoplasien, Makuladdeme sowie eine Erhohung der
Alanin-Aminotransferase beschrieben (97; 98; 99). Nach grundlicher Abwégung des
Nutzen-Risiko-Verhéltnis ist FTY720 seit September 2010 von der United States Food
and Drug Administration als Erstlinientherapie zur Behandlung der schubférmigen
Multiplen Sklerose unter dem Namen Gilenya™ zugelassen (87; 101), seit Marz 2011
ist es ebenso in der Europdischen Union zur Behandlung der hochaktiven

schubférmigen Multiplen Sklerose zugelassen (101).

1.4 Fragestellung der Arbeit

Aufgrund der Zulassung von Fingolimod (FTY720) zur Behandlung der schubférmigen
Multiplen Sklerose (87; 101), werden Chirurgen in Zukunft immer haufiger mit
Patienten konfrontiert sein, die einer Behandlung mit Fingolimod ausgesetzt sind.
Bislang ist allerdings unklar, ob durch die Fingolimod-induzierte immunsuppressive
Ausgangslage der Patienten das postoperative Risiko fur septische Komplikationen
erhoht ist.

Im murinen CASP-Modell einer polymikrobiellen Sepsis sollte nun getestet werden, ob
eine Fingolimodtherapie die Auspragung und die Sterblichkeit einer abdominellen
Sepsis beeinflusste.

Weiterhin sollten die FTY720-induzierten Verdnderungen der T-Zell-Kinetik und
Funktion untersucht werden. Voraussetzung fur diese Untersuchung war die detaillierte
Kenntnis der normalen Kinetik der Zellpopulationen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems in verschiedenen Korperkompartimenten im Laufe der polymikrobiellen
Sepsis. Das in dieser Arbeit verwendete Modell der Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis
(CASP) (102) wurde diesbezuglich noch nicht detailliert beschrieben. Daher wurde
zundchst eine eingehende Charakterisierung der Leukozytenpopulationen in der
Peritonealflissigkeit, dem Blut, in mesenterialen Lymphknoten und in der Milz zu
verschiedenen Zeitpunkten der CASP vorgenommen sowie die Kinetik der
Spiegelverédnderungen flr die in der Sepsis wichtigen pro- und antiinflammatorischen
Zytokine in der Peritonealflussigkeit und im Plasma untersucht.

Darauf aufbauend erfolgte in einem ndchsten Schritt die Charakterisierung der FTY720-
induzierten quantitativen Veranderungen der Zellpopulationen und der Zytokinspiegel
im CASP-Modell.
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2 MATERIAL

2.1 Laborgerate

Analysewaage

Sartorius AG, Gottingen

Autoklav 2540

Tuttnauer Systec, Wettenberg

Becherglaser (100 ml, 200 ml, 500 ml)

Rasotherm, Jena

CO,-Inkubator

Binder GmbH, Tuttlingen

Digitalwaage

Sartorius AG, Gottingen

Durchflusszytometer FACS Canto 11

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Eismaschine Ice Line KF85

Migel, Mailand, Italien

Kihlschrank

Liebherr, Biberach an der Riss

Mehrkanalpipetten

Eppendorf, Hamburg

Nadelhalter, Mikronadelhalter

Aesculap, Tuttlingen

Pinzette, anatomisch

Aesculap, Tuttlingen

Pinzette, chirurgisch

Aesculap, Tuttlingen

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Precellys®24-Gewebehomogenisator

Peglab, Erlangen

Reagenzglasschittler VVortex

Merck Eurolab N.V., Leuven, Belgien

Schere, Mikroschere

Aesculap, Tuttlingen

Sterilwerkbank Herasafe

Heraeus Instruments, Hanau

Stickstoffbehalter

KGW lIsotherm, Karlsruhe

Tiefkihlschrank -80°C

Heraeus Instruments, Hanau

VetScan HM5™

scil animal care company GmbH,
Viernheim

Warmeunterlage Thermolux®

von Witte & Sutor GmbH, Murrhardt

Wasserbad

Medingen, Dresden

Zentrifuge (Megafuge 1.0R)

Heraeus Instruments, Hanau

Zentrifuge (Centrifuge 5415R)

Eppendorf, Hamburg

Tabelle 6: Alphabetische Auflistung verwendeter Laborgeréte.

2.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalkaniilen BD Microlance™ 20G

BD, Heidelberg

Einmalspritze Injekt (1 ml, 2 ml, 3 ml,
5ml, 10 ml, 20 ml)

Braun, Melsungen
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Einmalspritze BD Plastipak™ 1ml Sub-Q

BD, Heidelberg

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-
Réhrchen 2 ml (1,8 mg/ml K,EDTA)

BD, Heidelberg

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-
Réhrchen 1,3 ml (1,6 mg/ml K,EDTA)

Sarstedt, Nimbrecht

FACS-Ro6hrchen

BD, Heidelberg

Falconréhrchen (50 ml)

BD, Heidelberg

Falconréhrchen (15 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Héamatokritkapillaren

Brand, Wertheim

Handschuhe

Kimberly Clark, Koblenz

Handschuhe, steril

Ansell, Miinchen

Leukoplast

BSN Medical GmbH, Hamburg

Mariderm schwarz 7/0 USP

Catgut GmbH, Markneukirchen

Petrischale 35x10mm

BD, Heidelberg

Pipettenspitzen, autoklaviert

Eppendorf, Hamburg

Polyester weil3 4/0 USP

Catgut GmbH, Markneukirchen

Precellys® micro packaging vials 2ml

Peglab, Erlangen

Precellys® ceramic beads

Peglab, Erlangen

Reaktionsgefale (0.5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefale, autoklaviert (0,5 ml,
1,5ml, 2,0 ml)

Eppendorf, Hamburg

Trucount™ beads

BD, Heidelberg

Venenverweilkaniilen BD Venflon™16G

BD, Heidelberg

Wattestabchen steril

Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH,
Hamburg

Zellkulturplatte (96-Loch, Rundboden)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatte (6-Loch, Flachboden)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatte (12-Loch, Flachboden)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatte (24-Loch, Flachboden)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellsieb, Nylon (40 pum)

BD, Heidelberg

Tabelle 7: Alphabetische Auflistung verwendeter Verbrauchsmaterialien.
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

2-Amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]-1,3-
propandiolhydrochlorid (FTY720)

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

3-[(3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonio]-1-propansulfonat
(CHAPS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
(PEFA-BIloc)

Roche Diagnostics, Mannheim

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Merck, Darmstadt

BD FACS™ Clean (Reinigungslosung)

Becton Dickinson, Heidelberg

BD FACS™ Flow (Tragerldsung)

Becton Dickinson, Heidelberg

Ceftriaxon-saar

MIP Pharma GmbH, Blieskastel

Complete™ Proteaseinhibitor-Cocktail

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

D-Glucose

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Ethanol unvergéllt

Carl Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Merck, Darmstadt

Fotales Kalberserum, inaktiviert (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Gentamycin

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Hande- und Hautdesinfektionsmittel
AHD 2000°

Lysoform Dr. Rosemann GmbH, Berlin

Instrumentendesinfektion Korsolex®

Bode Chemie GmbH & Co. KG,
Hamburg

Isotonische Natriumchlorid-Lésung

Braun, Melsungen

Kaliumbicarbonat (KHCO3)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Ketanest® S Injektionslésung

Pfizer Pharma, Berlin

Lipopolysaccharid (LPS), Salmonella
abortus equi

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Metronidazol

Braun, Melsungen

N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin

Biochrom AG, Berlin

Natriumpyruvat

Biochrom AG, Berlin

PBS Dulbecco ohne Ca**, Mg**

Biochrom AG, Berlin

PBS, steril

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Penicillin/Streptomycin GIBCO™

Invitrogen, Carlsbad, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
(Tween® 20)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
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Rompun® 2% Injektionsldsung

Bayer Healthcare, Leverkusen

RPMI-Medium 1640 (ohne Glutamin)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Tabelle 8: Alphabetische Auflistung verwendeter Chemikalien und Reagenzien.

2.4 Kits

BD™ Cytometric Bead Array
Mouse Inflammation Kit

BD Biosciences, Heidelberg

Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex
FlowCytomix™ Multiplex Kit

eBioscience, Frankfurt

Tabelle 9: Alphabetische Auflistung verwendeter Kits.

2.5 Puffer, Losungen und Kulturmedien

Erythrozyten - Lysepuffer

155 mM NH,CI
10 mM KHCO3
0,1 mM EDTA
ad 1,0 | A. bidest.

FACS-Waschpuffer 5%

600 ml PBS
30 ml FCS

Narkose

0,5 ml Rompun® 2% 20 mg/ml
4,0 ml Ketanest® S 25 mg/ml
5,5 ml NaCl 0,9%

Organ - Lysepuffer

1 mM EDTA
0,25% w/v CHAPS
0,5% v/v Tween 20
1 mM PEFA-Bloc
1 mM PMSF

1 Thl. Complete

ad PBS

Kulturmedium zur in vitro Stimulation
muriner Lymphozyten

500 ml RPMI 1640 (ohne Glutamin)
10 ml 4mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin

5 ml 2mM Natriumpyruvat

5 ml Penicillin/Streptomycin 2%

5 ml Gentamycin 10 mg/ml

2 ml D-Glucose 180 mg/ml

10% FCS

Tabelle 10: Alphabetische Auflistung verwendeter Puffer, Lésungen und Kulturmedien.
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2.6 Antikorper

Antigen Konjungat Isotyp Klon Hersteller
Maus CD3e PerCP Cy5.5 | Armenian 145-2C11 eBioscience
Hamster 1gG
Maus CD4 FITC Rat IgG2a, k | RM4-5 BioLegend
Maus CD8a PE-Cy7 Rat IgG2a, k| 53-6.7 BioLegend
Maus CD11b Horizon V450 | Rat IgG2b, k | M1/70 BD Biosciences
Maus CD11b PerCP Cy5.5 | RatIgG2b, x | M1/70 BD Biosciences
Maus CD16/32 | unmarkiert RatlgG2a, . | 93 BioLegend
Maus CD19 PE Rat IgG2a, « | 1D3 BD Biosciences
Maus CD45 APC-Cy7 Rat IgG2b, k| 30-F11 BioLegend
Maus F4/80 PE-Cy7 Rat IgG2a, « | BM8 eBioscience
Maus Ly-6G APC Rat 19G2a 1A8 Miltenyi Biotec
Maus Ly-6G Pacific blue Rat IgG2a, « | 1A8 BioLegend
Maus Ly-6G und | FITC Rat 1IgG2b, k | RB6-8C5 BioLegend
Ly-6C (Grl)
Maus MHCII APC Rat 1gG2b M5/114.15.2 | Miltenyi Biotec
Maus SiglecF PE Rat 1gG2a, « | ES0-2440 BD Biosciences

Tabelle 11: Alphabetische Auflistung verwendeter Antikdrper.

2.7 Software-Programme und Online-Datenbanken

FlowJo 7.6

GraphPad Prism 6

NCBI PubMed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Tabelle 12: Alphabetische Auflistung verwendeter Software-Programme.
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3 METHODEN

3.1 Tierexperimentelle Methoden

3.1.1 Genehmigung der Tierversuche

Entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz wurden alle durchgefihrten
tierexperimentellen  Arbeiten  durch das Landesamt fur Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und  Fischerei  Mecklenburg-Vorpommern unter dem
Aktenzeichen LALLF M-V/TSD 7221.3-1.1-057/11 genehmigt.

3.1.2 Tiere und Tierhaltung

Fur alle durchgefiihrten Versuche wurden spezifisch Pathogen-freie (SPF) weibliche
C57BL/6N Mause von Charles River, Sulzfeld, bezogen. Das Alter der Mause lag bei 8-
12 Wochen, ihr Gewicht betrug 18-20 g. Die Unterbringung der Tiere erfolgte im
Tierstall der Universitatsmedizin Greifswald im Biotechnikum (Walter-Rathenau-StralRe
49a, 17489 Greifswald). Die Tiere wurden in Makrolonkafigen (Ehret Labor- und
Pharmatechnik GmbH & Co. KG, Emmendingen) auf Einstreu aus Naturholzfasern
(Lignocel®, JRS, Rosenberg) bei Pressfutter (M-Z Extrudient, ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest) und Wasser ad libitum gehalten. VVor der Durchfiihrung der Experimente
wurde sichergestellt, dass die Tiere eine Woche unter gleichen Bedingungen zugebracht
hatten. Alle Versuche wurden gemaR den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes
durchgefiihrt.

3.1.3 Anésthesie

Fur die Anésthesie wurde den Tieren von dem unter 2.5 aufgelisteten Narkosegemisch
10 ul/g Korpergewicht durch intraperitoneale Injektion verabreicht. Die Wirkung der
Narkose hatte sich im Durchschnitt nach 4 Minuten vollstandig entfaltet und wurde
durch einen gesetzten Schmerzreiz am Schwanz der Tiere Gberpriift. Die Narkose hielt
bis zu 60 Minuten nach Operationsende an, nach etwa 30 weiteren Minuten bewegten

sich die Tiere wieder frei im K&fig.
3.14 FTY720

3.1.4.1 Herstellung der L6sung
Die Herstellung erfolgte unter sterilen Bedingungen. FTY720 wurde als kristalliner

Feststoff in einem 5 mg-Flaschchen geliefert. Zuerst wurde eine Stammlésung mit einer
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Konzentration von 10 mg/ml (entsprechend 0,5 mg/50 ul) hergestellt. Hierflir wurden
die gesamten 5 mg FTY720 in 0,5 ml Ethanol aufgeltst. Aus der Stammlésung wurde
anschlieBend durch Verdunnung mit sterilem PBS die Verum-Ldsung hergestellt.
Hierfir wurden 50 ul der Stammlésung mit 4,95 ml sterilem PBS verdinnt. Die Verum-
Losung enthielt demnach eine Konzentration von 0,5 mg/5 ml (entsprechend 0,1 mg/ml
bzw. 10 ug/100 pl).

Fur die Placebo-L6sung wurden entsprechend 50 ul Ethanol mit 4,95 ml sterilem PBS

verdinnt.

3.1.4.2 Verabreichung der Losung

Die spéater zu injizierende Verum-L6ésung sollte eine FTY720-Konzentration von 0,5
mg/kg Korpergewicht betragen. Diese Konzentration wurde durch Vorversuche
ermittelt. Einer 20 g schweren Maus wurden demnach 100 ul, einer 25 g schweren
Maus entsprechend 125 pl der Verum-L6sung injiziert.

Den Tieren wurde das FTY720 in zwei Gaben zu jeweils 0,5 mg/kg Korpergewicht
verabreicht. Die erste Gabe erfolgte 24 Stunden vor dem operativen Eingriff, die zweite
Gabe direkt nach der Operation zusammen mit der Flussigkeitssubstitution von 500 pl
sterilem PBS.

Die Placebo- und Scheinoperationsgruppe erhielten das entsprechende Volumen der

Placebo-Losung.
3.1.5 Antibiotikum

3.1.5.1 Herstellung der Losung

Ceftriaxon (2 g Pulver) wurde in einer Durchstechflasche, Metronidazol (5 mg/ml) als
fertige Infusionslosung geliefert. Nach Auflésen des Ceftriaxon in 10 ml
Natriumchlorid (2 g Ceftriaxon/10 ml), wurde diese Stammlésung in einem Verhéltnis
von 1:20 mit Natriumchlorid verdiinnt, das heif3t, 1 ml Stammldsung wurden zu 19 mi
Natriumchlorid gegeben, wodurch eine Konzentration von 0,2 g Ceftriaxon/20 ml
entstand. AnschlieBend wurde diese verdunnte Losung im Verhdltnis 1:1 mit der
Metronidazollésung (5 mg/ml) verdinnt. Daraus ergab sich eine antibiotische Lésung
bestehend aus 0,2 g Ceftriaxon und 100 mg Metronidazol bei einem Gesamtvolumen
von 40 ml (0,2 g Ceftriaxon/40 ml und 100 mg Metronidazol/40 ml).
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3.1.5.2 Verabreichung der Lésung

Ceftriaxon sollte in einer Konzentration von 25mg/kg KG, Metronidazol in einer
Konzentration von 12,5 mg/kg KG verabreicht werden. Eine 20 g schwere Maus
benotigte somit 0,5 mg Ceftriaxon und entsprechend 0,25 mg Metronidazol, wonach
100 ul der unter 3.1.5.1 hergestellten Losung injiziert wurden. Die Injektion der
antibiotischen LoOsung erfolgte eine Stunde nach dem operativen Eingriff und
anschlieRend alle zwd6lf Stunden.

3.1.6 CASP

Vor Durchfiihrung der Operation wurden die bendtigten Venenverweilkatheter mit einer
Schere etwa zwei und vier Millimeter nach Beginn der Plastikummantelung zirkular
eingekerbt.

Die Tiere wurden wie unter 3.1.3 beschrieben narkotisiert und anschlieBend in
Riickenlage auf einem beheizten Operationsfeld platziert. Die Vorder- und Hinterlaufe
wurden mit Pflaster fixiert. Nach Desinfektion der Abdominalhaut mit Ethanol und
einer Einwirkzeit von etwa 30 Sekunden wurde eine Langsinzision der Haut von einem
Zentimeter entlang der Mittellinie vorgenommen. Anschlielend wurden die
Abdominalmuskulatur und das Peritoneum entlang der Linea alba durchtrennt. Das
Colon ascendens, das Zokum und das terminale lleum wurden identifiziert und
vorsichtig mit Hilfe von zwei mit sterilem PBS-angefeuchteten Wattestdbchen vor die
Bauchdecke verlagert. Ungefahr ein Zentimeter aboral der lleozokalklappe wurde in die
antimesenterische Wand des Colon ascendens ein chirurgischer Knoten mit Mariderm
der Fadenstarke 7/0 platziert. Aboralwérts dieses Knotens wurde das Colon ascendens
nun mit dem vorbereiteten Venenverweilkatheter punktiert. Der Plastikstent des
Venenverweilkatheters wurde vorsichtig bis zu der ersten Einkerbung zwei Millimeter
nach Beginn der Plastikummantelung vorgeschoben und ein zweiter chirurgischer
Knoten wurde direkt in diese Einkerbung platziert. Ein dritter Knoten Richtung aboral
diente der weiteren Fixierung des Plastikstents. Anschlielend wurde die Nadel
vorsichtig zurtickgezogen und der Stent an der zweiten Einkerbung etwa vier Millimeter
nach Beginn der Plastikummantelung abgeschnitten. Durch Ausibung eines leichten
Druckes auf den Darm mit Hilfe eines Wattestdbchens wurde der Stent mit Faeces
geflllt. Anschliefend wurden die herausluxierten Darmteile wieder entsprechend ihrer
anatomischen Lage in das Abdomen zurlickverlagert. Eine Flussigkeitssubstitution von

500 ul mit sterilem PBS wurde durchgefuhrt, bevor das Peritoneum und die Haut durch
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eine fortlaufende einfache Naht mit Polyester der Fadenstarke 5/0 wieder geschlossen
wurden.
Der Scheinoperationsgruppe wurde der Stent an der Serosa des Darms befestigt, ohne

diesen zu perforieren.

3.1.7 Totung der Tiere
Die Tiere wurden schmerzfrei unter Narkose durch zervikale Dislokation geopfert.

3.1.8 Blutentnahme und Plasmagewinnung

Die Tiere wurden wie unter 3.1.3 beschrieben narkotisiert. Mit einer zwei Zentimeter
langen Hamatokritkapillare wurde der retroorbitale Plexus punktiert. Das Vollblut
wurde in Roéhrchen mit 1,8 mg K,EDTA/mI Vollblut aufgefangen. Die EDTA-
Réhrchen wurden nach der Blutentnahme mehrmals geschwenkt, um Mikrogerinnsel zu
vermeiden. Das Vollblut wurde bei vier Grad Celsius fir etwa 20 Minuten gelagert und
anschlieRend weiterverarbeitet.

Fur die Plasmagewinnung wurde das Vollblut zuerst bei 500 g fir 5 Minuten, dann bei
1300 g fur weitere 5 Minuten zentrifugiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

3.1.9 Peritonealhthlenspilung und Gewinnung der Peritonealflissigkeit

Die getoteten Tiere wurden auf einer Styroporplatte in Ruckenlage platziert und an den
Vorder- und Hinterlaufen mit Pflaster fixiert. Das Abdomen wurde mit Ethanol
desinfiziert. Die Bauchhaut wurde entlang der Operationsnaht er6ffnet und das
Peritoneum freigelegt. Fur die Peritonealh6hlenspilung wurden 3 ml steriles PBS in die
Peritonealhohle instilliert. Die Tiere wurden leicht geschwenkt, um die Verteilung des
PBS zu gewahrleisten. Anschliefend wurden die 3 ml Peritonealflussigkeit wieder
vollstandig aspiriert und in ein Falcon-Rohrchen der GroRe 5 ml transferiert. Die
Peritonealflissigkeit wurde mit Hilfe eines Reagenzglasschittlers homogen vermischt
und anschlieBend aliquotiert. Fir etwa 20 Minuten wurde 1 ml der Peritonealfltssigkeit
bei vier Grad Celsius gelagert und anschlieBend weiterverarbeitet. Die restlichen 2 ml
der Peritonealfliissigkeit wurden bei 500 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt.
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3.1.10 Organexplantation
Die Peritoneal- und Pleurahthle wurden ertffnet, die jeweiligen Organe freiprapariert
und entnommen. Die Organe wurden bis zur weiteren Verarbeitung in sterilem PBS auf

Eis gelagert.
3.1.11 Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau

3.1.11.1 Experiment: Charakterisierung der Entwicklung der Zellpopulationen
und Zytokinspiegel im Verlauf der CASP

Die Versuchstiere wurden in 6 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von

n = 3 bzw. 2 ausgewahlt. Die Tiere der unbehandelten Gruppe erhielten keine CASP-

Operation. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 13 entnommen werden, der

Versuchsaufbau ist in Abbildung 6 skizziert.

Gruppe n = | Organexplantation
(h post CASP)

unbehandelt 3

CASP 3 6

CASP 3 12

CASP 3 18

CASP 3 24

CASP 2 36

Tabelle 13: Gruppeneinteilung des Experimentes ,,Charakterisierung der Entwicklung der
Zellpopulationen und Zytokinspiegel im Verlauf der CASP«.

CASP Organexplantation

Analyse
t t t t t t
Oh 6h 12h 18 h 24 h 36 h

Abbildung 6: Versuchsaufbau des Experimentes ,,Charakterisierung der Entwicklung der
Zellpopulationen und Zytokinspiegel im Verlauf der CASP«.
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3.1.11.2 Experiment: Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten
Veranderungen in der Maus

Die Versuchstiere wurden in 3 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von

n = 3 ausgewahlt. Die unbehandelte Gruppe erhielt weder die FTY720-L&ésung noch die

entsprechende Placebo-Ldsung. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 14 entnommen

werden, der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 skizziert.

Gruppe
unbehandelt
Placebo
FTY720

w w w|S

Tabelle 14: Gruppeneinteilung des Experimentes ,,Charakterisierung der Kinetik der FTY720-
induzierten Veranderungen in der Maus*.

1. Gabe 2. Gabe
FTY720 FTY720
(0,5 mg/kg KG) | | (0,5 mg/kg KG)

Blutentnahme

* 4 Xy
t t t

Oh 3h 24h 36h 72h 120h 192 h 336h

* Blutentnahme 30 min vor Gabe von FTY720

Abbildung 7: Versuchsaufbau des Experimentes ,,Charakterisierung der Kinetik der FTY720-
induzierten Veranderungen in der Maus*.

3.1.11.3 Experiment: Charakterisierung der Wirkung von FTY720 im CASP-
Modell

3.1.11.3.1 Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen und Zytokinspiegel
Die Versuchstiere wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von
n = 16 ausgewdhlt. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 15 entnommen werden, der

Versuchsaufbau ist in Abbildung 8 skizziert.

Gruppe n=
CASP + Placebo 16
CASP + FTY720 16

Tabelle 15: Gruppeneinteilung des Experimentes ,,Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen
und Zytokinspiegel.
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CASP

Organexplantation

1. Gabe FTY720 2. Gabe FTY720 Il
(0,5 mg/kg KG) (0,5 mg/kg KG) /
-24h Oh 12h

Abbildung 8: Versuchsaufbau des Experimentes ,,Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen

und Zytokinspiegel.

3.1.11.3.2 Auswirkung von FTY720 auf die Uberlebenskinetik
Die Versuchstiere wurden in 5 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von

n = 30 ausgewdhlt. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 16 entnommen werden, der

Versuchsaufbau ist in Abbildung 9 skizziert.

Gruppe n=
Scheinoperation 30
CASP + Placebo 30
CASP + FTY720 30

CASP + Placebo + AB | 30
CASP + FTY720+ AB | 30

Tabelle 16: Gruppeneinteilung der Uberlebenskinetik.

CASP
. Zeitpunkt der
I Ceftriaxon Zensi
ensierung
(25 mg/kg KG)
1. Gabe FTY720 2. Gabe FTY720 Metronidazol

(0,5 mg/kg KG) (0,5 mg/kg KG) (12,5 mg/kg KG)

t f t t t t

-24h Oh 1h 12 h 24 h 192 h

Abbildung 9: Versuchsaufbau der Uberlebenskinetik.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Gewinnung von Organuberstanden

Die Organexplantation der Lunge sowie der Leber erfolgte wie in 3.1.10 beschrieben.
Nach Dokumentation des jeweiligen Organgewichts wurden die Organe in Precellys®-
Réhrchen transferiert und auf Eis gelagert. Die entsprechende Menge eines Organ-
Lysepuffers wurde hinzu pipettiert (1 ml Lysepuffer pro 100 mg Organ) und die
Precellys®-Réhrchen  fest  verschlossen.  Mit  Hilfe des  Precellys®24-
Gewebehomogenisators wurden die Organe homogenisiert (2 x 20 Sekunden bei 6.500
rpm) und anschlieBend bei 335 g fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 Grad Celsius bis zur

weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

3.2.2 Herstellung muriner Einzelzellsuspensionen aus Mesenteriallymphknoten
und Milz
Die Organexplantation der Mesenteriallymphknoten und der Milz erfolgte wie in 3.1.10
beschrieben. Die Organe wurden jeweils mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein
Zellsieb der GroRe 40 pum gepresst. Das Zellsieb wurde mit FACS-Puffer (5 %
FCS/PBS) gespult. AnschlieRend wurden die jeweiligen Zellsuspensionen bei 300 g flr
5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet der
Mesenteriallymphknoten wurde in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und bis zur
Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Das Zellpellet der Milz wurde in 1 ml
Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert, fir 7 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieRend bei 300 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die

Zellzahlbestimmung erfolgte wie unter 3.2.4 beschrieben.

3.2.3 In vitro Stimulation muriner Lymphozyten aus Mesenteriallymphknoten
und Milz
Die Zellen aus den Mesenteriallymphknoten und der Milz wurden wie in 3.2.2
beschrieben gewonnen. Von den jeweiligen Zellsuspensionen wurde ein entsprechendes
Volumen mit 5x10° Zellen entnommen und zusammen mit jeweils 300 pl des unter 2.5
aufgelisteten Zellkulturmediums in eine Zellkulturplatte (96-Loch, Rundboden)
pipettiert. Die Zellen wurden anschliefend mit 1 ug/ml LPS restimuliert und fur 36
Stunden bei 37 Grad Celsius und 5 % CO; inkubiert. Anschlielend wurde die
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Zellsuspension bei 355 g fur 10 Minuten zentrifugiert, der Zellkulturiiberstand
aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 Grad Celsius bis zur

weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

3.2.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe von sphérischen Mikropartikeln (BD
Trucount™ beads) und dem FACS Canto Il. Es wurde eine Trucount-Ldsung
hergestellt, bestehend aus einem Pellet mit einer bekannten Anzahl
fluoreszenzmarkierter Partikel, welche in 1 ml PBS aufgeldst wurden. AnschlieRend
wurden 100 ul dieser Trucount-Losung zusammen mit 10 ul der zu bestimmenden
Zellsuspension in ein FACS-Rohrchen transferiert. Durch die durchflusszytometrische
Analyse konnten Ereignisse im Leukozyten-Gate und Ereignisse im Trucount Partikel-

Gate ermittelt werden. Nach Anwendung folgender Formel wurde die Absolutzellzahl

ermittelt:
Ereignisseim Anzahl der Volumen der
Absolut- Leukozyten-Gate X Trucount Partikel X Zellsuspension
zellzahl

Ereignisseim
Trucount Partikel-Gate

Abbildung 10: Formel zur Zellzahlbestimmung.

3.3 Immunologische Methoden/Durchflusszytometrische Analysen

3.3.1 Zellguantifizierung und -qualifizierung
Die Zellanalyse erfolgte im Vollblut, in der Peritonealflissigkeit und in

Zellsuspensionen von Mesenteriallymphknoten und Milz.

3.3.1.1 Zellanalyse in Peritonealflissigkeit und in Zellsuspensionen von
Mesenteriallymphknoten und Milz

Die Gewinnung von Peritonealflissigkeit wurde unter 3.1.9, die Gewinnung der
Zellsuspensionen unter 3.2.2 im Detail beschrieben. Die jeweiligen Zellsuspensionen
wurden auf eine Konzentration von 10x10° Zellen pro 1 ml FACS-Puffer eingestellt.

Von jeder Probe wurden 200 ul entnommen und in ein FACS-Rdéhrchen transferiert.
Anschliefend wurden 2 pl Fc-Block hinzu pipettiert, um unspezifische Bindungen an
Fc-Rezeptoren zu verhindern. Nach grindlichem Mischen und einer Inkubationszeit
von 5 Minuten wurde in jedes FACS-ROhrchen die entsprechende Menge einer
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Antikorpermischung gegeben. Die entsprechenden Verdunnungen sind in Tabelle 17
aufgelistet. Nach einer erneuten Inkubationszeit von 20 Minuten wurden zu jeder Probe
100 pl einer Trucount-Losung zur Zellzahlbestimmung hinzu pipettiert. Das Prinzip der
Zellzahlbestimmung wurde unter 3.2.4 im Detail beschrieben. Die Proben wurden mit
FACS-Puffer gewaschen, bei 500 g fur 5 Minuten zentrifugiert und in 1 ml FACS-
Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurden die Proben durchflusszytometrisch mit dem
FACS Canto Il analysiert.

3.3.1.2 Zellanalyse im Vollblut

Die Gewinnung von Vollblut wurde unter 3.1.8 im Detail beschrieben. Von jeder
Vollblutprobe wurden 50 ul entnommen und in ein FACS-Rohrchen transferiert. Die
entsprechende Menge einer Antikdrpermischung wurde hinzu pipettiert. Die
entsprechenden Verdlinnungen sind in Tabelle 18 aufgelistet. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten wurden 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer hinzugegeben
und flr weitere 5 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden zu jeder Probe 100 ul einer
Trucount-LOosung zur Zellzahlbestimmung hinzu pipettiert. Das Prinzip der
Zellzahlbestimmung wurde unter 3.2.4 im Detail beschrieben. Die Proben wurden
anschlieBend mit FACS-Puffer gewaschen, zweimal bei 500 g fur 5 Minuten
zentrifugiert und in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die

Proben durchflusszytometrisch mit dem FACS Canto Il analysiert.

3.3.1.3 Antikorper
Es wurden zwei Gruppen von Antikérpern verwendet: Antikorper fur die Farbung von

Lymphozyten und solche fiir die Farbung von myeloiden Zellen.

Antikorper fur Lymphozyten Antikorper fur myeloide Zellen
Antikorper Verdinnung Antikorper Verdinnung
CD4 FITC 1:100 Grl FITC 1:100

CD19 PE 1:100 SiglecF PE 1:100

CD3e PerCp Cy5.5 1:50 CD11b PerCp Cy5.5 1:200

CD8a PE-Cy7 1:100 F4/80 PE Cy7 1:100

Ly6G APC 1:100 MHCII APC 1:50

CD45 APC-Cy7 1:100 CD45 APC-Cy7 1:100
CD11b V450 1:200 Ly6G Pacific blue 1:100

Tabelle 17: Antikdrper fir Lymphozyten und myeloide Zellen mit jeweiliger Verdinnung.
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Die Verdunnung der Antikorper fur die Farbung der Lymphozyten wurde fir die
Zellanalyse im Vollblut angepasst:

Antikorper fur Lymphozyten
Antikdrper Verdinnung
CD4 FITC 1:200
CD19 PE 1:200
CD3e PerCp Cy5.5 1:100
CD8a PE-Cy7 1:200
Ly6G APC 1:200
CD45 APC-Cy7 1:200
CD11b V450 1:400

Tabelle 18: Antikorper fur Lymphozyten im Vollblut mit jeweiliger Verdinnung.

3.3.2 Zytokinquantifizierung und -qualifizierung

Die Zytokinanalyse erfolgte im Plasma, in der Peritonealflussigkeit, in
Organtberstanden von Lunge und Leber und in Zellkulturiiberstanden von
Mesenteriallymphknoten und Milz. Die Gewinnung genannter Flussigkeiten und
Ubersténde wurde unter 3.1.8, 3.1.9, 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 im Detail beschrieben.

Zur Zytokinbestimmung wurden der BD™ Cytometric Bead Array Mouse Inflammation
Kit und der Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex FlowCytomix™ Multiplex Kit
entsprechend der Herstelleranleitung verwendet.

Durch den BD™ Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit konnten die Zytokine
IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF und IL-12p70 detektiert werden. Das Prinzip dieses
Kits beruht auf der durchflusszytometrischen Bestimmung von sechs verschiedenen
Populationen  sphérischer ~ Mikropartikel ~— anhand  ihrer  unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitaten. Die sphérischen Mikropartikel sind jeweils mit einem
spezifischen Antikorper fur ein Zytokin gekoppelt und kdnnen diese somit einfangen.
Durch weiteres Binden von PE-konjungierten Detektionsantikérpern kann anhand deren
Fluoreszenzintensitat die Zytokinkonzentration nach Abgleich mit einer Standardkurve
bekannter Konzentration bestimmt werden.

Durch den Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex FlowCytomix™ Multiplex Kit konnten die
Zytokine IL-1a., IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, IFN-y

und TNF-o detektiert werden. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der
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durchflusszytometrischen Bestimmung von zwanzig verschiedenen Populationen
spharischer Mikropartikel, welche sich sowohl anhand ihrer Fluoreszenzintensitéten als
auch anhand ihrer GroRe unterscheiden. Durch verschiedene Kombinationen aus
Fluoreszenzintensitat und GrolRe ist es moglich, zwanzig verschiedene Populationen zu
unterscheiden. Die spharischen Mikropartikel sind jeweils mit einem spezifischen
Antikorper flr ein Zytokin gekoppelt und konnen diese somit einfangen. Nach Zugabe
Biotin-konjungierter Antikorper binden diese an die eingefangenen Zytokine. Durch die
Fluoreszenzintensitdt von Streptavidin-PE, welches schliellich an das Biotinkonjungat
bindet, kann nun die Zytokinkonzentration nach Abgleich mit einer Standardkurve

bekannter Konzentration bestimmt werden.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung sowie die Darstellung der einzelnen Graphen erfolgten mit
dem Programm GraphPad Prism fir Windows in der Version 6.0. Die Ergebnisse der
Daten wurden mit dem Mann-Whitney-(Wilcoxon)-U-Test beziehungsweise dem 2-
Way-ANOVA-Test und Bonferroni-Nachtest auf Signifikanz 0Oberpruft. Flr die
Uberlebenskinetik wurde der Log-Rank-Test nach Kaplan-Meier-Schatzung angewandt.
Die Ergebnisse der Auswertung wurden als Mittelwerte mit der dazugehdrigen
Standardabweichung (SD) angegeben und ab einem P-Wert von p < 0,05 als statistisch
signifikant gewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung der Entwicklung der Zellpopulationen und

Zytokinspiegel im Verlauf der CASP

Die Kinetik der Verénderungen der Zellpopulationen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems in verschiedenen Immunkompartimenten wurde bislang im murinen
CASP-Modell nicht untersucht. Die Kenntnis dieser Veranderungen bildet jedoch die
Grundlage fiir die Evaluation der Wirkung von FTY720 auf die Zellkinetik im Verlauf
der CASP. Im folgenden Experiment wurde daher zundchst eine detaillierte
Charakterisierung der Leukozytenpopulationen in der Peritonealflussigkeit, dem Blut, in
mesenterialen Lymphknoten und in der Milz zu verschiedenen Zeitpunkten der CASP
vorgenommen. Die Kinetik der Spiegelveranderungen fur die in der Sepsis wichtigen
pro- und antiinflammatorischen Zytokine in der Peritonealflussigkeit und im Plasma

wurde ebenfalls untersucht.

4.1.1 Charakterisierung der Zellpopulationen in verschiedenen

Immunkompartimenten im Verlauf der CASP

4.1.1.1 Charakterisierung der Zellpopulationen in der Peritonealflissigkeit

Insgesamt war ein Anstieg der Leukozyten von 1,1 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0
h auf 8,7 x 10% Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP zu erkennen (Abbildung
11A). Die lymphoide Zellreihe zeigte bereits 6 h nach CASP einen deutlichen Abfall
der Zellen. Die B-Lymphozyten fielen von 5,2 x 10" Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h
auf 3,9 x 10° zum Zeitpunkt t = 6 h und blieben anschlieBend bis zum Zeitpunkt t = 24 h
nach CASP mit einer Zellzahl von 3,2 x 10° Zellen/ml annahernd konstant (Abbildung
11B). Die CD4" T-Lymphozyten fielen von 12,9 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h
auf 1,2 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h, stiegen anschlieRend erneut langsam
wieder an und erreichten zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP einen Wert von 4,0 x 10°
Zellen/ml (Abbildung 11C). Die CD8" T-Lymphozyten fielen von 5,0 x 10° Zellen/ml
zum Zeitpunkt t = 0 h auf 3,3 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h, stiegen
anschlieRend ebenso wie die CD4" T-Lymphozyten erneut langsam wieder an und
erreichten zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP einen Wert von 2,7 x 10° Zellen/ml
(Abbildung 11D). Die neutrophilen Granulozyten zeigten einen raschen Anstieg von 4,8
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x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 1,4 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h
nach CASP. Die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP betrug 4,5 x 10® Zellen/ml
und blieb somit auch hier nun weitgehend konstant (Abbildung 11E). Ebenso zeigten
die Monozyten einen Anstieg von 4,7 x 10* Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 1,2 x
10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h nach CASP und stiegen im weiteren Verlauf bis
zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP weiter an. Zu diesem Zeitpunkt erreichten sie einen
Wert von 2,9 x 10% Zellen/ml (Abbildung 11F). F4/80°“*MHCII"9"-Makrophagen und
F4/80""MHCII""-Makrophagen waren zum Zeitpunkt t = 0 h mit einer Zellzahl von
7,1 x 10° Zellen/ml und 3,3 x 10° Zellen/ml in der Peritonealflissigkeit vorzufinden,
sanken dann allerdings rasch ab und waren zum Zeitpunkt t = 6 h nach CASP nur noch
mit 4,6 x 10° Zellen/ml und 7,8 x 10* Zellen/ml detektierbar. Bis zum Zeitpunkt t = 24 h
nach CASP blieben die F4/80"°"MHCII""-Makrophagen annahernd konstant mit einer
Zellzahl zu diesem Zeitpunkt von 2,2 x 10° Zellen/ml, die F4/80""MHCII'"-
Makrophagen erreichten zum Zeitpunkt t = 18 h nach CASP ihren Nadir mit 1,2 x 10*
Zellen/ml, stiegen anschliefend erneut an und hatten zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP
eine Zellzahl von 3,7 x 10* Zellen/m| erreicht (Abbildung 11G und H).
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Abbildung 11: Charakterisierung der Zellpopulationen in der Peritonealflissigkeit. Darstellung der
Leukozyten, B-Lymphozyten, CD4" T-Lymphozyten, CD8" T-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten,
Monozyten und der F4/80"°"MHCII"®"-Makrophagen sowie der F4/80"""MHCI1'"-Makrophagen pro ml
Peritonealfliissigkeit zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 pro
Zeitpunkt).

4.1.1.2 Charakterisierung der Zellpopulationen im Blut

Insgesamt war ein Abfall der Leukozyten von 2,7 x 10" Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0
h auf 1,0 x 10" Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP zu erkennen (Abbildung
12A). Ebenso fielen die B-Lymphozyten von 1,2 x 10" Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h
auf 6,1 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h und erreichten einen Wert von 2,1 x 10°
Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 12B). Die Zahl der CD4" T-
Lymphozyten stieg zuerst von 4,6 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 7,3 x 10°
Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 18 h und fiel anschlieBend auf einen Wert von 2,9 x 10°
Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 12C). Die Zahl der CD8" T-
Lymphozyten verringerte sich kontinuierlich von 3,8 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t =

0 h auf 3,4 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 12 h und erreichte zum Zeitpunkt t = 24 h
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nach CASP eine Zahl von 1,2 x 10° Zellen/ml (Abbildung 12D). Die myeloide Zellreihe
stieg zunachst leicht von 3,8 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 5,9 x 10°
Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h an und fiel dann kontinuierlich auf einen Wert von 2,0
x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP ab (Abbildung 12E). Die
neutrophilen Granulozyten lagen zum Zeitpunkt t = 0 h bei einem Wert von 1,6 x 10°
Zellen/ml, zum Zeitpunkt t = 12 h bei einem Wert von 3,0 x 10° Zellen/ml und zum
Zeitpunkt t = 24 h nach CASP bei einem Wert von 1,2 x 10° Zellen/ml (Abbildung
12F).
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Abbildung 12: Charakterisierung der Zellpopulationen im Blut. Darstellung der Leukozyten, B-
Lymphozyten, CD4" T-Lymphozyten, CD8* T-Lymphozyten, myeloiden Zellen und der neutrophilen
Granulozyten pro ml Blut zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 pro
Zeitpunkt).

4.1.1.3 Charakterisierung der Zellpopulationen in mesenterialen Lymphknoten
Der Anteil der Lymphozyten in der Gesamtzellpopulation der mesenterialen
Lymphknoten blieb weitgehend konstant (Abbildung 13A). Diese Konstanz spiegelte
sich auch in den Lymphozytensubpopulationen wider: die B-Lymphozyten blieben
annédhernd konstant mit einem Anteil an der Lymphozytenpopulation von 20,42 % zum
Zeitpunkt t = 0 h und 16,82 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 13B).
Ebenso konstant blieben sowohl die CD4" T-Lymphozyten mit einem Anteil von 41,29
% zum Zeitpunkt t = 0 h und 41,01 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung
13C) als auch die CD8" T-Lymphozyten mit einem Anteil von 16,82 % zum Zeitpunkt t
= 0 h und 13,79 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 13D). Der sehr
geringe Anteil von Zellen der myeloiden Zellreihe zeigte bis zum Zeitpunkt t = 12 h
nach CASP einen Abfall, um spater erneut auf anndhernde Ausgangswerte anzusteigen:
der Anteil in der Einzelzellsuspension betrug zum Zeitpunkt t = 0 h 1,50 %, zum
Zeitpunkt t = 12 h 0,65 % und zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP 1,34 % (Abbildung
13E).
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Abbildung 13: Charakterisierung der Zellpopulationen in mesenterialen Lymphknoten. Darstellung
der Lymphozyten und der myeloiden Zellen als prozentualer Anteil der Zellen in Einzelzellsuspension
sowie der B-Lymphozyten, CD4" T-Lymphozyten und CD8" T-Lymphozyten als prozentualer Anteil an
der Lymphozytenpopulation zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3
pro Zeitpunkt).

4.1.1.4 Charakterisierung der Zellpopulationen in der Milz

Der Anteil der Lymphozyten in der Einzelzellsuspension der Milzzellen blieb Gber den
Verlauf der CASP annédhernd konstant (95,35 % zum Zeitpunkt t = 0 h, 98,25 % zum

S7



Zeitpunkt t = 6 h und 96,09 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP) (Abbildung 14A).
Ebenfalls annéhernd konstant blieben der Anteil der B-Lymphozyten sowie der Anteil
der CD4" T-Lymphozyten an der Lymphozytenpopulation (Abbildung 14B und C). Der
Anteil der CD8" T-Lymphozyten zeigte einen Anstieg von 5,46 % zum Zeitpunkt t = 0
h auf 7,51 % zum Zeitpunkt t = 6 h nach CASP und fiel anschlie}end wieder ab, um
zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP einen Anteil von 5,65 % zu erreichen (Abbildung
14D). Der erwartungsgemal geringe Anteil von Zellen der myeloiden Zellreihe an den
Milzzellen in Einzelzellsuspension fiel rasch ab, von 3,63 % zum Zeitpunkt t = 0 h auf
1,18 % zum Zeitpunkt t= 6 h und stieg anschliefend wieder an, um zum Zeitpunkt 24 h
nach CASP einen Anteil von 2,79 % zu erreichen (Abbildung 14E).
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Abbildung 14: Charakterisierung der Zellpopulationen in der Milz. Darstellung der Lymphozyten
und der myeloiden Zellen als prozentualer Anteil der Milzzellen in Einzelzellsuspension sowie der B-
Lymphozyten, CD4" T-Lymphozyten und CD8" T-Lymphozyten als prozentualer Anteil der
Lymphozytenpopulation zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 pro
Zeitpunkt).

4.1.2 Charakterisierung der Zytokinspiegel im Verlauf der CASP

In der Peritonealflussigkeit konnte ein rascher Anstieg sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine beobachtet werden. Zum Zeitpunkt t = 0 h nach CASP
betrugt die Konzentration von IL-6 1,6 pg/ml, von IL-10 3,5 pg/ml, von MCP-1 19,9
pg/ml, von TNF-a 12,8 pg/ml, von IL-12 17,2 pg/ml und von IFN-y 1,3 pg/ml. Im
Vergleich hierzu betrug die Konzentration zum Zeitpunkt 6 h nach CASP von IL-6
49239,1 pg/ml, von IL-10 2493,6 pg/ml, von MCP-1 43150,0 pg/ml, von TNF-a 386,3
pg/ml, von IL-12 108,9 pg/ml und von IFN-y 2,8 pg/ml. Der rasche Anstieg pro- und
antiinflammatorischer Zytokine konnte ebenfalls im Plasma beobachtet werden, wobei
hier ein Anstieg far IL-12 und IFN-y nicht nachgewiesen werden konnte. Zum
Zeitpunkt t = 0 h nach CASP betrug die Konzentration von IL-6 20,5 pg/ml, von IL-10
35,9 pg/ml, von MCP-1 54,7 pg/ml und von TNF-a 13,1 pg/ml. Im Vergleich hierzu
betrug die Konzentration zum Zeitpunkt 6 h nach CASP von IL-6 31810,3 pg/ml, von
IL-10 7845,9 pg/ml, von MCP-1 5415,4 pg/ml und von TNF-o 387,7 pg/ml. Die
Konzentration von IL-12 und IFN-y betrug zum Zeitpunkt t = 0 h nach CASP 172,9
pg/ml beziehungsweise 2,7 pg/ml. Bis zum Zeitpunkt t = 36 h nach CASP blieb die
Konzentration anndhernd konstant, von IL-12 betrug sie zu diesem Zeitpunkt 94,9

pg/ml und von IFN-y 4,3 pg/ml.
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Abbildung 15: Charakterisierung der Zytokinspiegel in der Peritonealflissigkeit und im Plasma.
Darstellung der Zytokine in der Peritonealfliissigkeit und im Plasma zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18,
24 und 36 h nach CASP-Operation (n = 3 bzw. 2 pro Zeitpunkt).

4.2 Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten
Veranderungen in der Maus

In Vorbereitung der Experimente zur Charakterisierung der Wirkung von FTY720 im
CASP-Modell sollte die Kinetik der FTY720-vermittelten Verdnderungen im Blut nicht
CASP-behandelter M&use charakterisiert werden.

Bereits innerhalb der ersten 3 h nach der ersten Gabe von FTY720 fiel die Anzahl der
Lymphozyten dramatisch ab und erreichte bei CD4" T-Lymphozyten bereits hier
statistische Signifikanz im Vergleich zur Placebo-Gruppe sowie zu nicht behandelten
Kontrolltieren. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Placebogruppe und der
unbehandelten Kontrollgruppe war nicht zu verzeichnen. Der Lymphozytennadir war 36

h nach der ersten Gabe von FTY720 zu beobachten. Dies betraf sowohl B-Lymphozyten
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als auch CD4" und CD8" T-Lymphozyten. Nach diesem Zeitpunkt waren wieder
langsam ansteigende Lymphozytenzahlen zu verzeichnen. Dabei lagen CD4" T-
Lymphozyten am Ende des Versuches noch deutlich und auch statistisch signifikant
unter den Ausgangswerten. B-Lymphozyten und CD8" T-Lymphozyten erreichten
dagegen zum Ende des Beobachtungszeitraumes von 192 h wieder das Ausgangsniveau.
Im Gegensatz zu der lymphoiden Zellreihe war innerhalb der myeloiden Zellreihe

zwischen den einzelnen Gruppen kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen.
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Abbildung 16: Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten Veranderungen in der
Maus. Darstellung der Leukozyten, B-Lymphozyten, CD4" T-Lymphozyten und CD8" T-Lymphozyten
pro ml Blut. Als Kontrolle dienten Placebos sowie unbehandelte Wildtyp-Mause, die weder FTY720

noch Placebo-Ldsung erhielten (n = 9). Signifikanzen zwischen der Placebo- und der FTY720-Gruppe
sind mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 und **** p < 0,0001 dargestellt.

4.3 Charakterisierung der Wirkung von FTY720 im CASP-Modell

4.3.1 Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen und Zytokinspiegel

Zur Charakterisierung der FTY720-induzierten quantitativen Veranderung der
Zellpopulationen und der Zytokinspiegel im CASP-Modell wurden die
Zellpopulationen in unterschiedlichen Immunkompartimenten zum Zeitpunkt t = 12 h
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nach CASP-Induktion analysiert. Dieser Analysezeitpunkt wurde sowohl anhand der
Ergebnisse der unter 4.1.1 und 4.1.2 beschriebenen Versuche zur Charakterisierung der
Zellpopulationen und Zytokinspiegel in verschiedenen Immunkompartimenten im

Verlauf der CASP gewaéhlt als auch anhand der in 4.2 beschriebenen Kinetik von
FTY720.

4.3.1.1 FTY720 induzierte eine Lymphopenie im Blut

Die Leukozyten waren in der FTY720-Gruppe signifikant erniedrigt (p = 0,0015)
(Abbildung 17A). Dies betraf insbesondere die lymphoide Zellreihe. Hier zeigte sich ein
signifikanter Abfall der Lymphozyten in der FTY720-Gruppe (p < 0,0001) (Abbildung
17B). Hiervon waren alle Lymphozytenreihen (B-Lymphozyten: p = 0,0048; CD4" T-
Lymphozyten: p < 0,0001; CD8" T-Lymphozyten: p < 0,0001) betroffen, wobei T-
Lymphozyten den grofiten prozentualen Abfall zeigten (Abbildung 17C-E).
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Abbildung 17: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen im peripheren Blut. Darstellung
der Leukozyten, Lymphozyten, B-Lymphozyten, CD4" und CD8* T-Lymphozyten pro ml Blut (n = 16).
Signifikanzen sind mit ** p < 0,01 und **** p < 0,0001 dargestellt.

4.3.1.2 FTY720 erhohte F4/80°*MHCII""-Makrophagen in der
Peritonealflussigkeit

Die Zahl der Leukozyten in der Placebo- sowie in der FTY720-Gruppe unterschied sich
zum Zeitpunkt t = 12 h nicht signifikant (p = 0,8664) (Abbildung 18A). Ebenso fand
sich in der lymphoiden Zellreihe kein signifikanter Unterschied zwischen der Placebo-
und der FTY720-Gruppe in den einzelnen Zellpopulationen (Lymphozyten: p = 0,7286;
B-Lymphozyten: p = 0,5577; CD4" T-Lymphozyten: p = 0,4778, CD8" T-
Lymphozyten: p = 0,4413) (Abbildung 18B-E). In der myeloiden Zellreihe konnte
ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen der FTY720- und der Placebogruppe
festgestellt werden (myeloide Zellen: p = 0,8664) (Abbildung 18F). Bei Betrachtung der
jeweiligen Zellpopulationen der myeloiden Zellreihe konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen der Placebo- und der FTY720-Gruppe in der F4/80“MHCII™"
Makrophagenpopulation festgestellt werden (p = 0,0373) (Abbildung 18I). Zwischen
der Placebo- und FTY720-Gruppe der neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
F4/80M"MHCII""-Makrophagen bestand kein signifikanter Unterschied (neutrophile
Granulozyten: p = 0,8198; Monozyten: p = 0,3114; F4/80""MHCII""-Makrophagen: p
=0,0788) (Abbildung 18G-H und J).
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Abbildung 18: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in der Peritonealflussigkeit.
Darstellung der Leukozyten, Lymphozyten, B-Lymphozyten, CD4" und CD8" T-Lymphozyten,
myeloiden Zellen, neutrophilen Granulozyten, Monozyten, F4/80"*MHCII"®"-Makrophagen und
F4/80""MHCI11""-Makrophagen pro ml Peritonealfliissigkeit (n = 16). Signifikanzen sind mit * p < 0,05
dargestellt.

4.3.1.3 FTYT720 bewirkte einen Anstieg der B-Lymphozyten sowie einen Abfall
der CD4" T-Lymphozyten in mesenterialen Lymphknoten

Der Anteil der Lymphozyten in der Placebo- sowie in der FTY720-Gruppe unterschied
sich nicht signifikant (p = 0,8681) (Abbildung 19A). Bei Betrachtung der jeweiligen
Zellpopulationen der lymphoiden Zellreihe konnte ein signifikanter prozentualer
Anstieg der B-Lymphozyten (p = 0,0188) sowie ein signifikanter prozentualer Abfall
der CD4" T-Lymphozyten (p = 0,0129) in FTY720-behandelten Mausen beobachtet
werden (Abbildung 19B und C). Die Unterschiede fielen allerdings quantitativ auf3erst
gering aus. Fur die CD8" T-Lymphozyten wurde zwischen der Placebo- und der
FTY720-Gruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt (p = 0,5357) (Abbildung
19D).
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Abbildung 19: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in mesenterialen
Lymphknoten. Darstellung der Lymphozyten als prozentualer Anteil der Leukozyten sowie der B-
Lymphozyten, CD4" T-Lymphozyten und CD8" T-Lymphozyten als prozentualer Anteil der
Lymphozyten (n = 16). Signifikanzen sind mit * p < 0,05 dargestellt.

4.3.1.4 FTY720 bewirkte einen Abfall der CD4" und CD8" T-Lymphozyten in der
Milz

Die Zahl der Leukozyten (p = 0,1167) und der Lymphozyten (p = 0,1167) in der
Placebo- sowie in der FTY720-Gruppe unterschied sich nicht signifikant (Abbildung
20A und Abbildung 20B). Bei Betrachtung der jeweiligen Zellpopulationen der
lymphoiden Zellreihe, konnte ein signifikanter Abfall der CD4" sowie der CD8" T-
Lymphozyten in den FTY720-behandelten Mausen beobachtet werden (CD4" T-
Lymphozyten: p = 0,0156; CD8" T-Lymphozyten: p = 0,0372) (Abbildung 20D und E).
Die Zahl der B-Lymphozyten in der Placebo- und in der FTY720-Gruppe unterschied
sich nicht signifikant (p = 0,2832) (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in der Milz. Darstellung der
Leukozyten, Lymphozyten, B-Lymphozyten, CD4" und CD8" T-Lymphozyten pro Milz (n = 16).
Signifikanzen sind mit * p < 0,05 dargestellt.

4.3.1.5 FTY720 hatte keinen Einfluss auf die Spiegel von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen

Abbildung 21 zeigt die Wirkung von FTY720 auf pro- und antiinflammatorische

Zytokine im Plasma (Abbildung 21A), in der Peritonealflussigkeit (Abbildung 21B), in

der Lunge (Abbildung 21C) und in der Leber (Abbildung 21D). Fur alle gemessenen

Zytokine konnte zwischen der FTY720- und der Placebo-Gruppe kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden (Abbildung 21A-D).

68



[pg/ml]

[pg/ml]

[pg/ml]

Blut
3.0x104+

1.5x104-

i
8.0x10°%+

5.0x10° I

2.0x103-
2.0x103+

1.5x 103
1.0x10°
5.0x102

Peritonealflissigkeit
1.2x10°+

6.3x 104 l

6.0x 103—JL"
3.0x10°%;

2.0x10°
1.0x10%
ol i 5
Q

Lunge

9.0x10°

6.0x 103 ’Ll
3.0x10%+

3.0x10%

2.0x1024

1.0x1024
i il I
RNNRN o

69



Leber

5.0x10%+

= Placebo
4.0x1034 . FTY720

3.0x10%

[pg/mi]

2.0x10°

1.0x 103+

0- =

@Y XD 0D AN DD K
N A i ALV

Abbildung 21: Einfluss der Gabe von FTY720 auf pro- und antiinflammatorische Zytokine.
Darstellung der Zytokine in Blut, Peritonealfliissigkeit, Lunge und Leber (n = 16 pro Gruppe).

4.3.2 Auswirkung von FTY720 auf die Uberlebenskinetik

Im folgenden Experiment wurde der Einfluss der FTY720-induzierten
Immunsuppression auf den klinischen Verlauf einer abdominellen Sepsis im CASP-
Modell untersucht.

Abbildung 22 =zeigt das Ergebnis der Uberlebenskinetik nach CASP. Die
Scheinoperationsgruppe wies eine Letalitat von 0 % auf. Zum Zeitpunkt t = 12 h nach
dem operativen Eingriff lebten 87 % der Placebo-Mé&use und 90 % der FTY720-Méuse.
In den weiteren Stunden fiel die Anzahl der noch lebenden Versuchstiere sowohl in der
Placebo- als auch in der FTY720-Gruppe dramatisch ab. Nach weiteren zwolf Stunden,
zum Zeitpunkt t = 24 h, lebten nur noch 40 % der Placebo-Mause und 50 % der
FTY720-Maduse. Schon nach 40 Stunden waren in der Placebo-Gruppe alle Tiere
gestorben (Uberleben 0 %), auch in der FTY720-Gruppe lebte nach 37 Stunden kein
Versuchstier mehr (Uberleben 0 %). Der Vergleich zwischen der Placebo-Gruppe und
der FTY720-Gruppe ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,6309).

In der antibiotisch behandelten Placebo-Gruppe lebten zum Zeitpunkt t = 12 h nach dem
operativen Eingriff noch 93 % der Mause. AnschlieBend fiel die Anzahl der
Versuchstiere stetig ab. Zum Zeitpunkt t = 66 h betrug das Uberleben in dieser Gruppe
noch 40 % und blieb bis zum Zeitpunkt t = 102 h konstant. Danach fiel die Anzahl der
Versuchstiere erneut stetig ab und erreichte gegen Ende der Studie, zum Zeitpunkt t =
192 h nach dem operativen Eingriff, ein Uberleben von 7 %. In der antibiotisch
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behandelten FTY720-Gruppe lebten zum Zeitpunkt t = 12 h nach dem operativen
Eingriff noch 97 % der Mé&use, was sich bis zum Zeitpunkt t = 30 h nur geringflgig
anderte. Das Uberleben betrug zu diesem Zeitpunkt immer noch 93 %. AnschlieRend
fiel die Anzahl der Versuchstiere jedoch stetig ab. Zum Zeitpunkt t = 63 h betrug das
Uberleben in dieser Gruppe noch 33 % und blieb bis zum Zeitpunkt t = 101 h konstant.
Danach fiel die Anzahl der antibiotisch behandelten FTY720-M&usen erneut stetig ab
und erreichte gegen Ende der Studie, zum Zeitpunkt t = 192 h nach dem operativen
Eingriff, ebenso wie die antibiotisch behandelte Placebo-Gruppe ein Uberleben von 7
%. Damit zeigte der Vergleich zwischen der antibiotisch behandelten Placebo- und der
antibiotisch behandelten FTY720-Gruppe keinen signifikanten Uberlebensunterschied
(p = 0,8998).
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Abbildung 22: Uberlebenskurve nach CASP-Induktion. Darstellung des prozentualen Uberlebens der
Placebo- und FTY720-Gruppe sowohl ohne als auch mit Behandlung eines Antibiotikums. Als Kontrolle
dienten Scheinoperationsmause, die der Scheinoperation unterzogen wurden (n = 150). Die Versuchstiere
wurden Uber einen Zeitraum von 192 h nach CASP in den ersten 24 h in einem 2-stiindigen und
anschlieBend in einem 4-stiindigen Intervall beobachtet.
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5 DISKUSSION

Patienten mit immunsupprimierter Ausgangslage weisen eine erhdhte Mortalitat im
Verlauf einer Sepsis auf im Vergleich zu immunkompetenten Patienten (103). Ebenso
gibt es Daten, dass eine praoperative Lymphopenie mit einem erhéhten Risiko fiir eine
postoperative Sepsis assoziiert ist (104). Im Vergleich zu anderen Immunsuppressiva
ubt FTY720 seine immunsuppressive Wirkung Uber einen vollkommen neuen
Wirkmechanismus aus. Durch den funktionellen Antagonismus von FTY720 am S1P;-
Rezeptor auf T-Lymphozyten sind diese nicht mehr in der Lage entlang eines S1P-
Gradienten aus sekundér lymphatischen Organen auszuwandern. Es kommt zur
peripheren Lymphopenie und zur Hemmung der Wanderung von T-Effektorzellen zum
Ort der Infektion (53; 83). Fingolimod (FTY720) ist seit 2010 zur Behandlung der
schubférmigen Multiplen Sklerose zugelassen (87; 101). Die Auswirkungen einer
Fingolimod-induzierten immunsupprimierten Ausgangslage von Patienten auf den
klinischen Verlauf einer Sepsis wurden bislang noch nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Tiermodells der polymikrobiellen
abdominellen Sepsis untersucht, welche Auswirkungen eine FTY720-induzierte
periphere Lymphopenie zum Zeitpunkt der Sepsisinduktion auf die Zelldynamik in der
Peritonealhohle, dem Blut und in verschiedenen sekundar lymphatischen Organen hatte
sowie welche Veranderungen des klinischen Verlaufs der schweren Sepsis daraus

resultierten.

5.1 Charakterisierung der Zellpopulationen und Zytokinspiegel in
verschiedenen Immunkompartimenten des CASP-Modell im zeitlichen
Verlauf

Als Grundlage der Evaluation der FTY720-Wirkung auf den Verlauf der CASP wurde
zundchst die Dynamik der Zellpopulationen und Zytokine in verschiedenen
Immunkompartimenten im CASP-Modell bestimmt.

Pathophysiologisch kommt es im Rahmen einer Sepsis zur Einwanderung vor allem von
Zellen der myeloiden Zellreine aus dem Blut in Richtung Infektfokus (13). Diese
Rekrutierung liel3 sich auch im CASP-Modell beobachten: bereits innerhalb der ersten
sechs Stunden kam es zu einem ausgepréagten Anstieg der neutrophilen Granulozyten in
der Peritonealhohle. Es ist gut etabliert, dass diese Rekrutierung durch die Chemokine
CXCL1, CXCL2, CXCL5 und CXCL8 kontrolliert wird, die von ortsstandigen
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Makrophagen sezerniert werden (105). Neutrophile Granulozyten stellen die erste
Zellpopulation dar, die zum Entzundungsort rekrutiert wird, um dort anschlieRend
wiederum die Einwanderung von Monozyten zu initiieren (105), deren Anzahl in der
Peritonealhohle - wie auch hier gezeigt - nach CASP-Induktion kontinuierlich ansteigt.
Im Blut unterscheiden sich die Verdnderungen der Zusammensetzung der
Leukozytenpopulationen nach CASP-Induktion im Vergleich zu denen in der humanen
abdominellen  Sepsis. Nach Diagnosestellung zum Aufnahmezeitpunkt auf
Intensivstationen prasentierten Patienten im septischen Schock eine ausgepragte
Leukozytose, bedingt durch einen Anstieg neutrophiler Granulozyten, sowie eine
ausgepragte Lymphopenie (106; 107). Diese Lymphopenie kommt dadurch zustande,
dass Lymphozyten wihrend einer Sepsis apoptotisch werden, was vor allem CD4" und
CD8" T-Lymphozyten, aber auch B-Lymphozyten betrifft (108; 109). Bereits am ersten
Tag nach Aufnahme auf die Intensivstation konnten durch Apoptose zu Grunde
gegangene Lymphozyten bei septischen Patienten nachgewiesen werden (109). Nach
CASP-Induktion kam es lediglich innerhalb der B-Lymphozytenpopulation zu einer
deutlichen Verringerung der Zellzahlen. Sowohl die CD4" als auch die CD8" T-
Lymphozytenpopulation wiesen nur eine minimale Verringerung der Zellzahlen auf. In
den oben genannten Studien von Venet et al. (106) und Monserrat et al. (107) wurden
die Patienten zum Diagnosezeitpunkt bei Aufnahme auf die Intensivstation in die
durchgefiihrte Studie eingeschlossen und zeigten zu diesem Zeitpunkt eine ausgeprégte
Lymphopenie im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Venet et al. schlussfolgerten,
dass die beobachtete Lymphopenie zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses
wahrscheinlich schon bestand und wiesen auf den Unterschied eines humanen
Studienaufbaus im Vergleich zu tierexperimentellen Versuchen hin (106). Im
experimentellen Rahmen muriner Sepsismodelle kann der Beginn einer Sepsis
kontrolliert beobachtet werden. Bei den oben genannten Studien konnte der Zeitpunkt
des Sepsisbeginns nicht mit Sicherheit bestimmt werden. Ob die im CASP-Modell
beobachtete minimale Verringerung der CD4" und CD8" T-Lymphozytenpopulation
ebenfalls durch Apoptose bedingt und im Beobachtungszeitraum noch nicht eindeutig
eingetreten war, muss in weiteren Versuchssettings geklart werden.

Im Verlauf der CASP kam es zu einem raschen Anstieg sowohl von TNF-a., IL-6, IFN-y
und IL-12, als auch von IL-10 in der Peritonealflussigkeit sowie von TNF-a, IL-6 und
IL-10 im Plasma. Dieser simultane Anstieg sowohl pro- als auch antiinflammatorischer

Zytokine in dem in dieser Arbeit verwendeten CASP-Modell konnte ebenso von
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Novotny et al. im CASP-Modell mit C57BL/6 Mausen und einem Stentdurchmesser
von 16 G, aber auch im Serum septischer Patienten am ersten und zweiten Tag einer
postoperativen Sepsis beobachtet werden (20). Osuchowski et al. beobachteten den
simultanen Anstieg pro- und antiinflammatorischer Zytokine im CLP-Modell (110) und
Xiao et al. konnten auf transkriptioneller Ebene zeigen, dass die Induktion pro- und
antiinflammatorischer Gene in schwer kranken Patienten gleichzeitig geschieht (19).
Der in dieser Arbeit gezeigte simultane Anstieg sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine unterstiitzt die aus Daten von Novotny et al.,
Osuchowski et al. und Xia et al. entwickelte Theorie, dass SIRS und CARS schon zu
Beginn einer Sepsis im Sinne eines MARS parallel ablaufen. Der Anstieg der
Serumspiegel von IL-12 und IFN-y trat in dem in dieser Arbeit verwendeten Modell
nicht auf. Dies entspricht klinischen Beobachtungen von Hensler et al., die zeigen
konnten, dass Patienten mit postoperativer Sepsis einen signifikant verminderten
venosen IL-12 Spiegel im Vergleich zu Patienten ohne postoperative Anzeichen einer
Sepsis aufwiesen (111). Sowohl IL-12 als auch IFN-y scheinen einen protektiven
Einfluss auf den Verlauf einer Sepsis zu haben (112; 113; 114). Eine entscheidende
Rolle spielt IL-12 bei der Beseitigung von Infektionen, indem es die Freisetzung von
IFN-y durch Thil-Helferzellen induziert und somit die bakterielle Clearance durch
Makrophagen verstarkt (115). Nach intraperitonealer Gabe von rekombinantem IL-12 in
septischen Mausen (berlebten diese eine abdominelle Sepsis héaufiger als
Kontrolimausen. Das verbesserte Uberleben der 1L-12-behandelten septischen Mause
korrelierte mit einem starken Anstieg von IL-12 und IFN-y im Serum (113). In einer
doppel-blinden Placebo-kontrollierten randomisierten Pilotstudie mit gesunden
Probanden, denen LPS injiziert wurde, konnten die Auswirkungen von IFN-y auf den
Verlauf einer Sepsis untersucht werden. Mdglicherweise kann die Gabe von IFN-y der
in einer Sepsis sich entwickelnden Immunparalyse entgegenwirken, indem es fur den
Anstieg des Serumspiegels des proinflammatorischen Zytokins TNF-a sorgt (114). Wie
Zantl et al. beobachteten, konnte durch IFN-y das Uberleben auch im CASP-Modell
verbessert werden (112). Hieraus wird ersichtlich, dass sowohl IL-12 als auch IFN-y fur
das Uberleben in einer polymikrobiellen Sepsis sowohl in der humanen Sepsis als auch

in murinen Sepsismodellen eine wichtige Funktion besitzen.
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5.2 Das CASP-Modell im Vergleich zu anderen Modellen der
abdominellen Sepsis

Bei experimentellen Untersuchungen der pathophysiologischen Mechanismen der
Sepsis kommen unterschiedliche murine Sepsismodelle zur Anwendung. Hierzu zahlen
Modelle, die durch Injektion von Toxinen, beispielweise durch LPS oder Thioglycolat,
sowie durch Injektion von Faeces eine Sepsis induzieren. Daneben gibt es Modelle, die
durch Intervention und Manipulation eine Sepsis ausldsen, wozu das CLP-Modell und
das in dieser Arbeit verwendete CASP-Modell zdhlen (116). Jedes dieser Modelle bildet
unterschiedliche Aspekte der humanen abdominellen Sepsis ab. Die Reaktion des
Versuchtiers auf die intraventse oder intraperitoneale Injektion einzelner isolierter
Toxine unterscheidet sich von der Reaktion auf eine bakterielle Mischflora, wie man sie
bei septischen Patienten mit intraabdominellem Fokus vorfindet (116). Nach Injektion
von LPS kam es zu einem raschen, allerdings auch kurz andauernden Anstieg von
Zytokinen (117). Dies entspricht nicht dem raschen und langanhaltenden Anstieg pro-
und antiinflammatorischer Zytokine, der in septischen Patienten beobachtet werden
konnte (20). Im CASP-Modell konnte innerhalb von 24 Stunden nach CASP-Induktion
ein kontinuierlicher Anstieg von TNF-a, IL-1f und IL-10 beobachtet werden. Im CLP-
Modell hingegen zeigten dieselben Zytokine keinen signifikanten Anstieg nach CLP-
Induktion und waren (ber den gleichen Zeitraum hinweg konstant (102). Das CLP-
Modell wird somit eher als ein geeignetes Modell zur Untersuchung lokaler
Entzindungen, wie beispielsweise eines intraabdominellen Abszesses, angesehen,
wohingegen das CASP-Modell ein Modell zur Untersuchung einer diffusen Peritonitis
darstellt (102). In der Zusammenschau zeigen die Ergebnisse zur Dynamik der
Zellpopulationen und Zytokinspiegel, dass das CASP-Modell ein der humanen
abdominellen Sepsis in vielfaltiger Weise sehr nahe stehendes Mausmodell ist. Es
erscheint somit geeignet, die Wirkung von FTY720 wahrend der abdominellen

polymikrobiellen Sepsis zu untersuchen.

5.3 Einfluss von FTY720 auf die Dynamik der Zellpopulationen und
Zytokinspiegel im CASP-Modell

In nicht-CASP behandelten M&usen induzierte FTY720 eine ausgepragte Lymphopenie.
Diese betraf insbesondere CD4" T-Lymphozyten, aber auch CD8" T-Lymphozyten und
B-Lymphozyten.
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Im Vergleich zur Kinetik einer von Thangada et al. durchgefiihrten FTY720-induzierten
Lymphopenie (118) zeigte die in dieser Arbeit durchgefiihrte Kinetik eine stérker
ausgepragte und langer anhaltende FTY720-induzierte Lymphopenie. Dies kann durch
Unterschiede bei den verwendeten Mausstdmmen, der verwendeten Dosis von FTY720
oder dem Applikationsmodus begriindet werden. In einem eigens durchgefiihrten
Vorversuch zur Dosisfindung, bei dem die Kinetik des Lymphozytenabfalls bei Dosen
von FTY720 von 0,1 mg/kg KG, 0,3 mg/kg KG und 1,0 mg/kg KG (ber einen Zeitraum
von 24 Stunden beobachtet wurde, wurde eine optimale Dosis von FTY720 von 0,3 bis
1,0 mg/kg KG ermittelt. Basierend auf diesen Ergebnissen und auf in der Literatur
dokumentierten Versuchsdosen wurde in den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Experimenten 2 x 0,5 mg FTY720/kg KG in einem Abstand von 24 Stunden verwendet.
Die Versuchstiere bei Thangada et al. erhielten im Vergleich hierzu eine Einmalgabe
von 0,5 mg FTY720/kg KG (118). Da das erneute Erscheinen der Lymphozyten im Blut
dosisabhéngig ist (119), konnte hierdurch die langer anhaltende Lymphopenie in dem
flr diese Arbeit durchgefiuhrten Experiment im Vergleich zu Thangada et al. erklart
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde FTY720 auf intraperitonealem
Applikationsweg verabreicht. Thangada et al. verwendeten einen peroralen Modus der
Applikation (118). Die Pharmakokinetik des intraperitonealen Applikationsmodus
ahnelt demjenigen nach enteraler Gabe: Bei der intraperitonealen Injektion wird das
Medikament von den Mesenterialvenen absorbiert und Uber die Pfortader der Leber
zugefuhrt (120). Die Sphingosinkinase 2 wird bei M&usen in der Leber am stérksten
exprimiert (121). Diese Leberpassage ist fir die Wirksamkeit des Medikamentes
FTY720 somit essentiell, da das Medikament hier erst in seine aktive Form (berfiihrt
wird. Trotz der ahnlichen Pharmakokinetik bietet der intraperitoneale Applikationsweg
im Vergleich zu der oralen Verabreichungsform den Vorteil, dass mogliche
Medikamentenabbauprozesse durch Magensaure oder Verdauungsenzyme entfallen und
eine  mogliche verdnderte intestinale Aufnahme bei der intraperitonealen
Applikationsform keine Rolle spielt.

Der Vorteil der intraperitonealen Applikationsform gegeniber der oralen
Verabreichungsform kann auch in der von Mandala et al. (53) durchgefuhrten Kinetik
ersichtlich werden. Mandala et al. beschrieben einen dramatischen Abfall der
Lymphozytenzahlen im Blut bereits drei Stunden nach oraler Applikation von FTY720.
Trotz der deutlich hoheren FTY720-Dosis von 2,5 mg/kg KG als die in der hier

vorliegenden Arbeit verwendete Dosis, war die Lymphopenie zu diesem Zeitpunkt
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weniger stark ausgepragt. Auch in der Kinetik von Luo et al. konnte nach drei Stunden
ein dramatischer Abfall der Lymphozytenzahlen beobachtet werden (122), der
quantitativ den Veranderungen der Lymphozytenzahlen in der vorliegenden Arbeit
entspricht. Bei Luo et al. wurde der Nadir bereits nach 12 Stunden im Vergleich zu 72
Stunden in der vorliegenden Arbeit erreicht. In dieser Arbeit wurde FTY720 in einer
Einmaldosis von 1 mg/kg KG oral verabreicht. Die hohere Dosis kann fir das
schnellere Erreichen des Nadirs verantwortlich sein. Durch die vergleichsweise
niedrigere Dosis und die zweimalige Gabe von FTY720 kann das spatere Auftreten des
Lymphozytennadirs in der experimentellen Anordnung der vorliegenden Arbeit erklart

werden.

Aufbauend auf der im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit erfolgten detaillierten
Charakterisierung der Zell- und Zytokinkinetik in dem hier verwendeten CASP-Modell
wurde der Einfluss von FTY720 auf die Dynamik verschiedener Zellpopulationen und
Zytokine zum Zeitpunkt t = 12 Stunden nach CASP-Induktion untersucht.

Nach CASP-Induktion induzierte FTY720 eine ausgeprégte periphere Lymphopenie,
die vor allem CD4" und CD8" T-Lymphozyten aber auch B-Lymphozyten betraf. Im
Vergleich zu der FTY720-induzierten Lymphopenie in nicht CASP-behandelten
Mausen (Abbildung 16 und (118; 122) war die FTY720-induzierte Lymphopenie nach
CASP-Induktion quantitativ geringer ausgepragt. FTY720 induziert eine periphere
Lymphopenie durch Hemmung der T-Zellemigration aus sekund&r lymphatischen
Organen (53; 83). Die Auswanderung aus dem Lymphknotenparenchym erfolgt S1P;-
abhangig, sobald die CCR7-vermittelten Retentionssignale aufgehoben werden konnten
(60). Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass zum einen ein in der
Sepsis verandertes Zytokinmilieu im Lymphknoten eine Abschwachung der CCR7-
vermittelten Retentionssignale und eine konsekutiv beschleunigte Auswanderung von
T-Lymphozyten aus dem Lymphknoten mit sich brachte. Zum anderen konnte das in
der Sepsis verdnderte Zytokinmilieu zu einer verminderten Extravasation von
Lymphozyten in den Lymphknoten fiihren, was ebenfalls die quantitativ geringer
ausgepragte FTY720-induzierte Lymphopenie nach CASP-Induktion erklaren kann.
Inwiefern hierbei der Lymphozytenhomingrezeptor L-Selectin, das
Lymphozytenintegrin oLp2-Integrin oder ICAM-1 beziehungsweise ICAM-2 involviert

waren, muss in weiteren Experimenten geklart werden.
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In den mesenterialen Lymphknoten konnte nach CASP-Induktion in FTY720-
behandelten Mausen ein statistisch signifikanter Abfall der CD4" T-Lymphozyten sowie
ein statistisch signifikanter Anstieg der B-Lymphozyten beobachtet werden. Im nicht-
septischen Milieu fiihrte FTY720 in mesenterialen Lymphknoten vor allem zu einer
Akkumulation von CD4" und CD8" T-Lymphozyten neben einer Akkumulation von B-
Lymphozyten (53). Die Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit zur Auswirkung von
FTY720 in mesenterialen Lymphknoten nach CASP-Induktion unterstlitzen die
Hypothese von der im septischen Milieu naheliegenden beschleunigten Auswanderung
sowie verminderten Extravasation und die konsekutive Verringerung der Lymphozyten
in mesenterialen Lymphknoten fir die CD4" T-Lymphozyten. Allerdings sind die
Differenzen der jeweiligen Zellpopulationen duf3erst gering, weshalb die biologische
Relevanz der Ergebnisse fraglich ist.

In der Milz kam es nach CASP-Induktion zu einer Verringerung der Lymphozyten in
FTY720-behandelten M&usen. Auch im nicht-septischen Versuch konnte nach FTY720-
Gabe eine Verringerung von T-Lymphozyten in der Milz beobachtet werden (86; 53;
123). FTY720 fuhrte zum einen zur Sequestration von Lymphozyten in Lymphknoten
und Payer-Plaques mit konsekutiv verminderter Einwanderung von Lymphozyten in die
Milz (86). Zum anderen bewirkte FTY720 die Hemmung der S1P;-abhédngigen
Auswanderung reifer Lymphozyten aus dem Thymus, was ebenfalls eine verminderte

Lymphozyteneinwanderung in die Milz mit sich brachte (55; 123).

5.4 Einfluss von FTY720 auf peritoneale Makrophagen im CASP-Modell

Beide peritoneale Makrophagenpopulationen, sowohl F4/80"°"MHCII""-Makrophagen
(SMP, small macrophage population) als auch F4/80""MHCI1""-Makrophagen (LMP,
large macrophage population), fielen bereits sechs Stunden nach CASP-Induktion
dramatisch ab. Dieses Verhalten wahrend der initialen Phase einer intraperitonealen
Entzlindung ist charakteristisch fir peritoneale Makrophagen und wird als sogenannte
macrophage disappearance reaction (MDR) bezeichnet (124). Im Vergleich zu MDRs
als Folge einer Thioglycolat- oder LPS-induzierten Peritonitis, bei der lediglich ein
Verschwinden der LMP beobachtet werden konnte (68), kommt es nach CASP-
Induktion zu einem Verschwinden sowohl der LMP als auch der SMP. Diese
Beobachtungen bestétigen diejenigen von Nguyen et al., die ein Verschwinden beider
Makrophagenpopulationen  nach intraperitonealer Injektion von Darminhalt

beobachteten (69). Hiermit konnte bestatigt werden, dass die qualitative und
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quantitative Auspragung der MDR von der Art des infektiosen Stimulus abhangig zu
sein scheint.

Als Ursache fir die verminderten Makrophagenzahlen in der Peritonealfllssigkeit nach
Induktion einer intraperitonealen Entziindung wurde zunachst eine verstarkte Adhérenz
dieser Zellen an das Peritoneum angenommen (125). Spéater ging man davon aus, dass
sich peritoneale Makrophagen als Reaktion auf eine Infektion vermehrt in drainierenden
Lymphknoten (126) und im Omentum ansammeln (127). Hier finden sich in
regelmaRigen Abstanden Ansammlungen von Lymphozyten, welche als Milchflecken
bezeichnet werden. Im Rahmen einer intraperitonealen Entzindung sammeln sich
vermehrt Makrophagen um diese Milchflecken herum an. Daneben gibt es Daten, die
das Verschwinden der Makrophagen auf eine vermehrte Apoptoseneigung zurlckfihren
und der Ansammlung in Lymphknoten und Omentum weniger Bedeutung beimessen
(128). Das Ausmal der Beteiligung beider Mechanismen an der Ausbildung der MDR
muss in zukinftigen Untersuchungen geklart werden.

FTY720 bewirkte eine signifikante Erhohung der Zahl der F4/80°“MHCII"9"-
Makrophagen und eine tendenzielle Erhohung der Zahl der F4/80"9"MHCII""-
Makrophagen nach CASP-Induktion. S1P beeinflusst das Wanderungsverhalten von
Makrophagen und apoptotische Zellen verstarken diese S1P-vermittelte Migration von
Makrophagen in vitro und in vivo (75; 129). In einem murinen Thioglycolat-induzierten
Peritonitismodell konnte gezeigt werden, dass die Rekrutierung peritonealer
Makrophagen in die entziindete Peritonealhohle entlang eines S1P-Gradienten erfolgte.
Eine FTY720-Gabe fuhrte in diesem Modell zu einer 80-prozentigen Reduktion
peritonealer Makrophagen (74). In einem Zymosan-induzierten Peritonitismodell
konnte weiterhin gezeigt werden, dass durch die im Rahmen einer Entziindung
auftretende massive Apoptose neutrophiler Granulozyten die Expression von S1P; auf
peritonealen Makrophagen erhohte und dadurch deren Auswanderung aus der
entziindeten Peritonealhthle initiiert wurde (75). Die Daten in der vorliegenden Arbeit
legen nahe, dass die FTY720-vermittelte Hemmung der S1P;-vermittelten Migration
entlang eines S1P-Gradienten zur Akkumulation beider Makrophagenpopulationen in
der Bauchhohle fihrte. Allerdings wurde bislang nicht gezeigt, ob es auch unter den
Bedingungen einer abdominellen polymikrobiellen Entziindung zur Aufrechterhaltung
eines S1P-Gradienten kommt und in wieweit dieser durch den massiven Zelluntergang

und die Freisetzung von Membranlipiden quantitativ beeinflusst wird.

79



5.5 Einfluss von FTY720 auf das Uberleben im CASP-Modell

In der vorliegenden Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Behandlung mit
dem Immunsuppressivum FTY720 keine Auswirkung auf das Uberleben im murinen
CASP-Modell besal’. Assfalg et al. konnten unter verschiedenen Bedingungen der
Immunsuppression einen besonders deletdren Verlauf der polymikrobiellen Sepsis
beobachten. Nach Kombination der immunsuppressiven Therapie mit einer
antibiotischen Therapie kam es in der gleichen Studie zu einer deutlichen Verbesserung
des Uberlebens (34). In der vorliegenden Arbeit filhrte eine Kombination mit einem
Antibiotikum weder zu einer Verlangerung des Uberlebens noch zu einer erhéhten
Mortalitdt im Vergleich zur antibiotisch-behandelten Placebogruppe. Sowohl in der
antibiotisch-behandelten FTY720- als auch in der antibiotisch-behandelten Placebo-
Gruppe kam es im Vergleich zu den nicht-antibiotisch-behandelten Tieren
gleichermaBen zu einem verlangerten Uberleben. Assfalg et al. verwendeten die
Immunsuppresiva Tacrolimus, Mycophenolat-Mofetil (MMF) und Methylprednisolon,
deren Wirkmechanismen sich deutlich von FTY720 unterscheiden. Tacrolimus hemmt
die IL-2 Produktion und dadurch die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten
(130). MMF hemmt die B- und T-Zellfunktion durch Hemmung der
Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH). Die Hemmung der IMPDH in T-
Lymphozyten fihrt zu einer verminderten T-Zellproliferation und einer verstéarkten
Apoptose aktivierter T-Lymphozyten. In B-Lymphozyten hemmt MMF die
Proliferation von B-Lymphozyten und deren Antikorperproduktion (131).
Glukokortikoide fordern die Th2-Immunantwort und verhindern die Aktivierung von
Genen proinflammatorischer Zytokine (132). Im Gegensatz hierzu ist die
immunsuppressive Wirkung von FTY720 auf die Sequestration von T-Lymphozyten in
sekundar lymphatischen Organen zurtckzufiihren, wodurch die Auswanderung von T-
Effektorzellen zum Ort der Entzindung blockiert wird. Proliferations- und
Differenzierungseigenschaften werden nicht beeintrachtigt (89). Die Gabe von
Tacrolimus zusammen mit einem Antibiotikum flhrte bei Assfalg et al. zu einer
erhohten Letalitdat im Vergleich zur antibiotisch-behandelten Vergleichsgruppe. In
FTY720-behandelten Mdusen, die zusétzlich ein Antibiotikum verabreicht bekamen,
kam es hingegen zu keiner erhohten Mortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Tacrolimus und FTY720 wirken beide auf T-Lymphozyten, allerdings beeintrachtigen
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sie in unterschiedlichem AusmaR die intrinsische T-Zellfunktion. Tacrolimus induziert
eine Hemmung der T-Zellaktivierung und T-Zellproliferation (130) was zu einem
verminderten Uberleben in der polymikrobiellen Sepsis zu fiihren scheint. Hingegen
scheinen eine Beeintrachtigung der T-Zellmigration und die daraus resultierende
periphere Lymphopenie zu keiner erhéhten Mortalitat im CASP-Modell beizutragen.

Im klinischen Alltag besitzen Patienten, die einer immunsuppressiven Therapie
ausgesetzt sind durch die herabgesetzte Funktion des Immunsystems eine erhohte
Anfélligkeit fur Infektionen. Seit der Zulassung von FTY720 besteht die Frage, ob
Patienten, die einer immunsuppressiven Therapie mit FTY720 ausgesetzt sind, ebenfalls
ein erhohtes postoperatives Risiko fir die Entwicklung einer polymikrobiellen
abdominellen Sepsis besitzen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann
gefolgert werden, dass eine immunsuppressive Therapie mit FTY720 vermutlich nicht
zu einem schwereren klinischen Verlauf einer postoperativen abdominellen Sepsis
fuhrt. Um diese Frage aber endgultig zu klaren, missen Daten von Patienten gewonnen

werden. Winschenswert hierzu waren entsprechende klinische Studien.

Grenzen der vorliegenden Untersuchung

Kritisch anzumerken ist die hohe Letalitat in allen vier Gruppen der Uberlebenskinetik.
Zantl et al. und Maier et al. konnten jeweils fiir verschiedene Stentdurchmesser zeigen,
dass die Letalitdt im CASP-Modell mit der Grolle des eingesetzten Stents korrelierte
(102; 112). Das Uberleben sowohl in der Placebo- als auch in der FTY720-Gruppe von
0 % unterschied sich allerdings deutlich von den Ergebnissen von Maier et al., die mit
ihrer Arbeit bei einer StentgroRe von 16 G ein Uberleben von 30 % voraussagten (102).
Das CASP-Modell stellt einerseits ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der
experimentellen Sepsis dar (102), andererseits muss bedacht werden, dass es als
Tiermodell einer Variabilitdt unterworfen ist, die auch nach sorgféltiger
Versuchsplanung von Seiten der Versuchsdurchfuihrung nicht beeinflusst werden kann:
Trotz der Wahl des entsprechenden Stentdurchmessers kann die eigentliche Menge an
Stuhl, die in die Bauchhohle gelangt, nicht kontrolliert werden (116). Es wird
angenommen, dass in der fir diese Arbeit durchgefiinrten Uberlebenskinetik eine
groRere Menge an Stuhl in die Bauchhohle gelangte, als unter den
Versuchsbedingungen von Maier et al., wodurch die bakterielle Last sehr ausgepréagt

war. Diese Vermutung wird durch das erhhte Uberleben in der antibiotisch
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behandelten Vergleichsgruppe unterstiitzt. Weiter wurde bei C57BL/6-Mé&usen im
Sommer und im Herbst eine signifikant hohere 3-Tages-Sterblichkeit nach CASP-
Induktion beobachtet als im Winter und im Frihling (133). Die Tatsache, dass die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche allesamt in Sommermonaten
durchgefihrt wurden, stellt einen weiteren Erklarungsansatz fir die vergleichsweise
hohe Letalitat dar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Auswirkung einer Medikation mit Fingolimod
(FTY720) auf den Verlauf einer postoperativen polymikrobiellen Sepsis im murinen
CASP-Modell sowie die Rolle der FTY720-induzierten Lymphopenie in der friihen
Phase der abdominellen Sepsis zu untersuchen.

Zur Induktion einer experimentellen Sepsis wurde hierbei das Colon-Ascendens-Stent-
Peritonitis (CASP) Modell verwendet. Eine Charakterisierung der Sepsis-induzierten
Verédnderungen  der  Zellpopulationen  und  Zytokinspiegel  verschiedener
Immunkompartimente in diesem Modell wurde in der vorliegenden Arbeit
vorgenommen und bildete die Grundlage flr die spatere Untersuchung der FTY720-
induzierten Veranderungen.

Die Untersuchung der FTY720-induzierten quantitativen Verénderung der
Zellpopulationen und der Zytokinspiegel im CASP-Modell zeigte, dass sich FTY720-
induzierte Veranderungen vor allem in den Immunzellpopulationen im Blut und in der
Peritonealhohle und in geringerem MaRe auch in der Milz fanden. Hervorhebenswert ist
eine in septischen Mausen quantitativ geringer ausgepragte Verringerung von CD4" und
CD8" T-Zellen im Blut. Dies lasst vermuten, dass unter Bedingungen einer Sepsis das
Gleichgewicht zwischen CCR7-vermittelten Retentionssignalen und S1P;-induzierten
Emigrationssignalen in sekundéar lymphatischen Organen durch weitere Faktoren
verschoben war. Weitere Untersuchungen zu den zellbiologischen Grundlagen dieser
Beobachtung sind notwendig.

Die signifikante Erhchung der F4/80°*MHCII""- und die tendenzielle Erhhung der
F4/80""MHCII""-Makrophagen in der Peritonealfliissigkeit wies auf ein verandertes
Migrationsverhalten dieser Zellen unter blockiertem S1P-Signalweg hin. Dadurch
konnte es zu subtilen Verédnderungen der Antigenprésentation in den drainierenden
Lymphknoten kommen, welche insbesondere fur die spater einsetzende Immunparalyse
von Bedeutung sein konnte. Hier sind weitere Untersuchungen der Antigenprasentation
und der T-Zell-Antwort in Langzeittiberlebenden in Sepsismodellen mit geringerer
Letalitat notwendig.

In der durchgefilhrten Uberlebenskinetik konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen der Placebo- und der FTY720-behandelten Gruppe sowie der antibiotisch
behandelten Placebo- und der antibiotisch behandelten FTY720-Gruppe festgestellt

werden. Die FTY720-induzierten Verdnderungen der Lymphozytenmigration hatten
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demnach keinen Einfluss auf den Verlauf einer schweren abdominellen Sepsis im
murinen CASP-Modell. Im Gegensatz zu Kombinationen von Immunsuppressiva, die
intrinsische ~ T-Zell-Funktionen ~ wie  Proliferation,  T-Zell-Polarisation  und
Zytokinsekretion beeinflussen, induzierte das hauptsachlich die T-Zell-Migration
beeinflussende FTY720 keine Anderung der Mortalitat der polymikrobiellen Sepsis im
murinen CASP-Modell im Vergleich zur Kontrollgruppe. Anhand der gezeigten
Ergebnisse kann vermutet werden, dass Patienten mit schubférmiger Multiplen Sklerose
und einer Fingolimod(FTY720)-induzierten Lymphopenie kein erhéhtes Risiko flr
einen schwereren Verlauf einer polymikrobiellen abdominellen Sepsis aufweisen.

Weitere epidemiologische Studien mussen diese Hypothese untermauern.
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