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Zusammenfassung

Trotz besseren Verstdndnisses der komplexen immunologischen Prozesse bei der Bekdmpfung der
Sepsis, ist die Mortalitdtsrate betroffener Patienten noch immer sehr hoch. Neben der Verbesserung
kausaler =~ und  supportiver = Therapiemallnahmen  sind adjuvante  immunologische
Therapiemdoglichkeiten in den vergangenen Jahrzehnten in den Fokus gertickt.

Der Einsatz von Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) zielt dabei
auf die Umkehrung der Sepsis-induzierten Immunparalyse, eine schwere andauernde
Beeintrachtigung der Immunkompetenz ab. Die durchgefiihrte Studie stellt die erste klinische
Studie zum Einsatz von GM-CSF in Sepsispatienten unter Monitoring von deren Immunfunktion
dar. Im Zeitraum von November 2005 bis Januar 2007 wurden insgesamt 38 Patienten mit Sepsis
und nachgewiesener Immunparalyse im Rahmen der prospektiven, randomisierten doppelblinden
Placebo-kontrollierten Studie behandelt. Es zeigt sich in der mit GM-CSF behandelten
Patientengruppe ein rascher und signifikanter Anstieg der monozytiren HLA-DR Konzentration als
Marker der Immunkompetenz. Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen der Therapie
auf T-Lymphozytenpopulationen und deren Funktion. Es konnte ein signifikanter Anstieg der
Gesamtzahl der T-Lymphozyten sowie der CD4+ T Helferzellen und CD8+ zytotoxischen T-Zellen
in der mit GM-CSF behandelten Patientengruppe nachgewiesen werden. Fiir die regulatorischen T-
Zellen und die untersuchten Differenzierungsstufen der T-Zellen sowie verschiedene
Aktivierungsmarker konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zur Placebogruppe gefunden
werden. Auch in Bezug auf die T-Zellfunktion, gemessen an deren Zytokinproduktion nach
Stimulation ex vivo 1i8 sich kein signifikanter Effekt nachweisen. Vergleichbare Ergebnisse, vor
allem in Bezug auf Zellen des angeborenen Immunsystems, konnten bereits von anderen
Forschungsgruppen gezeigt werden. Aufgrund zu geringer Fallzahlen liel$ sich bisher noch kein
eindeutiger Nachweis einer sinkenden Mortalitét erbringen. Die bisherigen Ergebnisse lassen jedoch
eine Multizenterstudie zur immunstimulatorischen Therapien mit klinischen Endpunkten wie
Mortalitdt gerechtfertigt erscheinen. Diese wére ein wichtiger ndchster Schritt hin zu einer

maligeschneiderten immunologischen Behandlung fiir Sepsispatienten.

Schliisselwoérter: Sepsis — Immunparalyse — GM-CSF — T-Lymphozyten - HLA-DR
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Abstract

Despite growing knowledge of the complex immune response in sepsis the mortality remains high.
In addition to improvements in causal and supportive intensive care medicine, several
immunoadjuvant therapies have been tested in the last decades.

GM-CSF was used here for the first time in an immune biomarker-guided prospective, randomized,
controlled, double-blind, placebo-controlled trial to reverse sepsis - induced immunoparalysis, a
severe and lasting impairment of the immune response to infections. From November 2005 until
January 2007, 38 patient with sepsis and immunoparalysis were included in this study.

In patients treated with GM-CSF there was an immediate and significant increase in monocytic
HLA-DR expression and cytokine production as an indicator for the recovery of immune
competence.

This thesis describes the effects of GM-CSF on the acquired immune system and T lymphocytes in
particular. Both total T lymphocyte- as well as CD4 and CD8 positive T cell counts increased in the
patients treated with GM-CSF compared to those receiving placebo. For regulatory T cells and other
subgroups as well as several activation markers no differences were observed. The lymphocyte
function, determined by cytokine production after ex vivo stimulation showed no significant
differences between groups or over the course of the trial.

These results are in accordance with those of several other groups who have studied
immunoadjuvant therapies in sepsis patients, most of which concentrated on examining cells of the
innate immune system. Since most of these trials, this one included, lack sufficient power, no
certain effect has been shown on patient survival/mortality yet. But because of their promising
results multicenter trials as the next step towards an individualized immunological treatment for

sepsis patients are warranted.

Keywords: sepsis — immunoparalysis — GM-CSF - T lymphocytes — HLA-DR
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FEinleitung

1 Einleitung

Trotz des zunehmenden Verstdndnisses der morphologischen, zellbiologischen, biochemischen,
zirkulatorischen und nicht zuletzt immunologischen Zusammenhédnge stellt die Sepsis noch immer
eine der groBen Herausforderungen auf dem Gebiet der Intensivmedizin dar. Auf nicht
kardiologischen Intensivstationen ist sie die Haupttodesursache und bedingt auch auf die
Gesamtbevoélkerung bezogen etwa 10% aller Todesfille."** Die Prévalenz der Sepsis liegt in den
USA bei ca. 750.000 und in Deutschland bei ca. 75.000 Erkrankungen pro Jahr, das entspricht ca.
300 bzw. 100 Fallen pro 100.000 Einwohner. Weltweit betrachtet schwankt die Inzidenz zum Teil
erheblich. Fiir die (nach friiheren Kriterien schwere) Sepsis fanden sich in einer Metaanalyse'® fiir
den Zeitraum von 1979 bis 2012 Schwankungen von ca. 50 Féllen pro 100.000 Einwohnern pro
Jahr fiir Nordeuropa bis zu iiber 1.000 Féllen pro 100.000 in den USA. Etwa ein Drittel der
Patienten auf Intensivstationen ist zum Zeitpunkt der Aufnahme an einer Sepsis erkrankt oder
entwickelt diese im Rahmen seines Aufenthaltes.”) Dank des Einsatzes hochpotenter Antibiotika
und verbesserter supportiver Therapien, wie beispielsweise Beatmungs- und Dialyseverfahren, ist
die Mortalitdt in den letzten Jahren gesunken.'** Sie betrdgt in Abhingigkeit von der Schwere der
Sepsis ca. 5 - 40%. Die Inzidenz der Sepsis hat sich demgegeniiber in den letzten Jahrzehnten
vervielfacht."* Dies ist einerseits auf den zunehmenden Einsatz invasiver therapeutischer Verfahren
wie zum Beispiel zentraler Verweilkatheter zuriickzufiihren, die eine bedeutende Eintrittspforte fiir
Erreger darstellen. Andererseits spielt auch die Zunahme der Anzahl immunsupprimierter Patienten
eine entscheidende Rolle. Vor allem die steigende Anzahl von Patienten, die, zum Beispiel im
Rahmen von malignen oder rheumatischen Erkrankungen oder nach Transplantationen, mit
Immunsuppressiva behandelt werden, und in einigen Teilen der Welt auch die zunehmende
Verbreitung von HIV, sind hierbei von Bedeutung. Des Weiteren lassen sich insbesondere
nosokomial erworbene Infektionen durch die Zunahme resistenter Keime immer schwieriger
beherrschen. Infektionen, Diabetes mellitus sowie andere chronische Erkrankungen, deren
Uberlebensraten in den letzten Jahren gestiegen sind, pridisponieren ebenfalls fiir die Entwicklung
eines septischen Krankheitsbildes."®

Die Ausgaben fiir die Behandlung der Sepsis sind aufgrund langer Liegezeiten und kostenintensiver
Therapien iiberdurchschnittlich hoch. Die jdhrlichen Kosten, die durch die Versorgung dieser
Patienten entstehen, werden in den USA auf ca. $ 16,7 Mrd. und in Deutschland auf ca. 4 bis 7 Mrd.

€ geschétzt.”?
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FEinleitung

Sie stellt somit ein sowohl in gesundheitspolitischer als auch wirtschaftlicher Hinsicht wichtiges

Thema dar.

1.1 Definition der Sepsis

Bereits 400 v. Chr. definierte Hippokrates die Sepsis (altgriechisch ofyig, ,Faulnis“ ) als eine
Erkrankung, die nach einer Verwundung als Fieber beginnt und haufig mit dem Tod endet. Bis ins
19. Jahrhundert fand diese Definition Anwendung. Erst mit der Entdeckung von Bakterien als
Erreger von Faulnis und Verwesung wurde der Weg fiir eine moderne Definition bereitet. Diese
formulierte Schottmiiller (1867-1936) wie folgt: ,,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb
des Korpers ein Herd gebildet hat, von dem kontinuierlich oder periodisch pathogene Bakterien in
den Kreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgelést werden®“. Durch Beobachtungen an intensivmedizinischen
Patienten in den 1980er Jahren gelangte Bone (1941-1997) zu der noch heute giiltigen allgemeinen
Sepsisdefinition: "Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine
in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion.". Er fasst hierin
einige der nach damaligem Verstdndnis fiinf Grundpfeiler des septischen Prozesses auf: (1) der
septische Fokus, d.h. der Infektionsherd als Ausgangspunkt fiir (2) die Invasion von pathogenen
Keimen und toxischen Keimprodukten und (3) die Bildung und Aktivierung von Mediatoren. Die
weiteren Punkte umfassen (4) die Zellschddigung in Form von Funktionsstorungen und
morphologischen Verdnderungen von Zellen sowie durch Auslésung von Apoptose und (5) die
Multiorgandysfunktion bzw. das Multiorganversagen als klinischen Ausdruck und Endpunkt des
septischen Prozesses.!"”

Um eine Grundlage fiir die wissenschaftliche Beschaftigung mit Sepsis und vergleichbare Kriterien
fiir den Einschluss von Patienten in klinischen Studien zu schaffen und eine friihzeitige klinische
Identifizierung und damit Therapie septischer Krankheitsbilder zu erméglichen, wurden 1991 durch
Vertreter des American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine im
Rahmen einer Konsensuskonferenz (Northbrook, Illinois/USA, August 1991) neue Definitionen
geschaffen, die seitdem allgemeine Anwendung fanden.™ Diese wurden 2001 im Rahmen der
International Sepsis Definitions Conference in Washington D.C./USA iiberarbeitet und im Rahmen
einer Konsensuskonferenz 2015 erneut reevaluiert und aktualisiert. Die zum Zeitpunkt der

Durchfiihrung der Studie Anwendung findenden Definitionen (Sepsis Definitions Conference,
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FEinleitung

Washington/D.C., 2001), sowie die aktualisierten Fassungen der Dritten Konsensuskonferenz (The
Third International Consensus — Definitions for sepsis and septic shock (Sepsis-3)) 2016'"? sind im

Folgenden wiedergegeben.

Infektion

Ein durch Mikroorganismen hervorgerufener pathophysiologischer Prozess oder die Invasion von
tiblicherweise sterilem Gewebe oder Korperfliissigkeiten durch fakultativ oder obligat pathogene

Keime wird als Infektion bezeichnet.'*!

Systemic inflammatory response syndrome

Das ,systemic inflammatory response syndrome® (SIRS) wurde 1991 definiert als systemische
entziindliche Reaktion auf unterschiedliche Auslosefaktoren, die durch wenigstens zwei der
folgenden klinischen Parameter gekennzeichnet ist:

(1) Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C,

(2) Herzfrequenz > 90/min,

(3) Atemfrequenz > 20/min oder PaCO; < 32 mmHg,

(4) Leukozyten > 12.000/pl oder < 4.000/pl oder > 10% Linksverschiebung.

Diese Definition umfasst somit auch nichtinfektiose Stimuli, die die oben erwédhnten
Abwehrmechanismen auslésen konnen. Ein dem der bakteriellen Sepsis sehr dhnliches klinisches
Bild kann beispielsweise bei Patienten mit Verbrennungen und anderen schweren Traumata sowie

im Rahmen einer Pankreatitis oder bei TransplantatabstoSungen beobachtet werden.!'"**!

Sepsis

Der Begriff der Sepsis umschreibt die systemische entziindliche Reaktion auf eine Infektion.

Neben dem Vorliegen der bereits beim SIRS aufgefiihrten klinischen Kriterien fordert die Definition
obligat den Nachweis einer Infektion.

Auch die 2001 abgehaltene internationale Sepsiskonferenz (Washington D.C., Dezember 2001), die
die damals bereits zehn Jahre alten Begrifflichkeiten erneut priifen und gegebenenfalls modifizieren

sollte, hat diese Definition bestdtigt. Allerdings wurden die diagnostischen Kriterien um
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FEinleitung

verschiedene klinische und laborchemische Parameter erweitert. Gefordert wurden nun neben dem
Nachweis einer Infektion oder dem starken Verdacht auf deren Vorhandensein und dem Vorliegen
von einigen der oben aufgefiihrten allgemeinen Charakteristika einige neu eingefiihrten GroRen.
Diese umfassen inflammatorische (z.B. Procalcitonin oder CRP) und hdmodynamische Werte (z.B.
arterielle Hypotension mit systolischem Druck < 90 mmHg oder mittlerer arterieller Druck < 70
mmHg) und Parameter der Organdysfunktion (z.B. akute Oligurie mit < 0,5 ml-kg™*-h™) sowie der
Gewebeperfusion (z.B. Laktat > 1 mmol/l).!"!314

Die 3. Konsensuskonferenz 2016 definiert Sepsis als lebensbedrohliche Organdysfunktion, die
durch eine Dysregulation der Antwort auf eine Infektion hervorgerufen ist und unterstreicht damit
die Schwere dieses immer noch hdufig letalen Krankheitsbildes. Dies macht nach Ansicht der
Experten den Begriff der schweren Sepsis iiberfliissig. Die Experten empfehlen zur Diagnose einer
Sepsis, die vorher das Vorliegen von mindestens 2 SIRS Kriterien forderte, den weithin
gebrauchlichen ,,sequential organ failure assessment“ (SOFA)- Score heranzuziehen.

Die Kriterien fiir das Vorliegen einer Sepsis sind in der Fassung von 2016 als: Verdacht auf/ oder
Nachweis einer Infektion sowie akuter Anstieg des SOFA scores um mindestens 2 Punkte
festgelegt. Um auch in Settings, in denen beispielsweise Laborparameter schwer zugdnglich sind,
die Identifizierung von Patienten mit einer schlechten Prognose zu erleichtern, wurde von den
Experten die Anwendung eines quickSOFA(qSOFA) vorgeschlagen. Dieser stiitzt sich lediglich
auf die drei Parameter Atemfrequenz (>22/min), Bewusstseinsstorung (Glasgow Coma Score <15)
und systolischer Blutdruck (<100 mmHg) und soll nach Hoffnung der Expertenkommission eine
raschere Diagnose der Sepsis und somit auch die Moglichkeit der friihzeitigen Behandlung

ermoglichen.

Schwere Sepsis

Eine schwere Sepsis besteht, wenn zusdtzlich zur Sepsis Zeichen einer Organdysfunktion, einer
gestorten Organperfusion oder einer Sepsis-bedingten Hypotonie vorliegen. Dies kann sich
beispielsweise in Form von metabolischer Azidose, Oligurie oder in einer akuten Verschlechterung
zerebraler Funktionen &uflern. Eine Sepsis-bedingte Hypotonie liegt vor, wenn der systolische
Blutdruck weniger als 90 mmHg betrdgt oder ein Abfall von mehr als 40 mmHg vom Ausgangswert
erfolgt und sich dies nicht durch andere mégliche Ursachen fiir eine Hypotonie erkldren ldsst. Zum

Zeitpunkt der Durchfiihrung der Studie fand diese Definition noch Anwendung und findet sich
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FEinleitung

daher auch im Titel der vorliegenden Arbeit. Nach Meinung der aktuellen Konsensuskonferenz von

2016 ist der Begriff obsolet.

Septischer Schock

Der Begriff des septischen Schocks umfasst Félle schwerer Sepsis mit trotz addquater
Fliissigkeitssubstitution persistierender Hypotonie. Auch Patienten, die Zeichen gestorter
Organfunktion oder —perfusion entwickeln und aufgrund einer Therapie zum Beispiel mit
Vasopressoren zu diesem Zeitpunkt keine Hypotonie aufweisen, werden nach dieser Definition mit
eingeschlossen. Nach der aktuellen Expertenmeinung (Konsensuskonferenz 2016) umfasst der
septische Schock eine Untergruppe der Sepsispatienten, bei der die zelluldren und/oder
metabolischen Verdnderungen so schwerwiegend sind, dass sie zu einem deutlichen Anstieg der

Mortalitit fithren.

Multiple organ dysfunction syndrome

Das ,multiple organ dysfunction syndrome®“ (MODS) wurde 1991 durch die amerikanische
Konsensuskonferenz (Northbrook, Illinois/lUSA, August 1991) definiert als Versagen der
Organfunktionen in dem Sinne, dass die Homdoostase nur noch durch Interventionen
aufrechterhalten werden kann. Es stellt jedoch keinen statischen Zustand dar, sondern vielmehr
einen dynamischen, sich stetig dndernden Prozess. Organfunktionsstérungen, die bereits in frithen
Stadien einer Sepsis auftreten, konnen mit Progression der Erkrankung bis zum MODS
voranschreiten. Dieser fliefende pathophysiologische Prozess erschwert das friihzeitige Erkennen
dieses schweren Krankheitsbildes, fiir das auch im Rahmen der Konsensuskonferenzen keine festen
Diagnosekriterien festgelegt wurden."®**! Allerdings stellt das Versagen von Organsystemen einen
wichtigen prognostischen Faktor fiir Sepsispatienten dar. Mit jedem zusdtzlich eintretenden

Organversagen steigt die Letalitit um bis zu 15-20%."

1.2 Die Immunantwort im Rahmen der Sepsis

Die hdufigsten primdren Infektionsorte bei Sepsispatienten sind der Respirations- und

Urogenitaltrakt gefolgt von Wundinfektionen."® Eingedrungene Bakterien bzw. Erreger werden im
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FEinleitung

betroffenen Gewebe zundchst anhand von sogenannten PAMPs (pathogen associated molecular
patterns) auf der Zelloberfliche erkannt. Bei gramnegativen Bakterien spielt hierbei
Lipopolysaccharid (LPS) die Hauptrolle, das durch das in Hepatozyten gebildete LPS binding
protein (LBP) gebunden und danach von Makrophagen erkannt werden kann. Hierbei wirkt
membrangebundenes mCD14 (cluster of differentiation) als Co-Rezeptor, welches auf der
Zelloberfldache hauptsdachlich von Makrophagen, aber auch Monozyten, dendritischen Zellen und in
geringerer Konzentration auf neutrophilen Granulozyten vorhanden ist. Aufgrund der fehlenden
intrazelluldaren Komponente des Komplexes aus LPS/LBP und CD14 sind fiir eine
Signaltransduktion nach Bindung von LPS weitere Rezeptoren bzw. Oberflachenmolekiile
vonnoten. Diese stammen aus der Klasse der Toll like receptors (TLRs), wobei TLR4 bei Kontakt
mit LPS bedeutsam ist. Uber die intrazellulire Komponente der TLRs erfolgt die weitere
Signaltransduktion, die letztendlich in der Aktivierung von Zytokin-Genen und damit der Bildung
von Zytokinen miindet. Daneben existieren weitere Wege zur Erkennung von Bakterien:
peptidoglycane-recognition proteins (PGRPs), nucleotide-binding oligomerization domain (NOD1
and NOD?2), triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM-1)."""'®) Bei grampositiven
Erregern fehlt das als Endotoxin wirksame LPS. Stattdessen verfiigt die iiberwiegende Mehrheit der
grampositiven Erreger iiber Exotoxine, die als Superantigen fungieren. Diese sind in der Lage,
direkt an major histocompatibility complex MHC II-Molekiile auf Antigen-prasentierenden Zellen,
sowie auch direkt an T-Zellrezeptoren (TCR) zu binden. Dies ruft eine kraftige, oftmals fulminante
Entziindunsreaktion mit massiver Stimulation der T-Zell-Antwort hervor."® Anstelle von LPS
finden sich in den Zellmembranen von grampositiven Bakterien verschiedene Lipopeptide wie
beispielsweise macrophage activating lipopeptides (MALPs), die je nach ihrem Acetylierungsgrad,
ebenfalls von toll-like receptors, in diesem Fall TLR2 in Zusammenspiel mit TLR 1 oder TLR6
erkannt werden.®”

Uber diese, auch synergistisch wirkenden, Wege kommt es nach Eindringen von Erregern zur
Aktivierung von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Insbesondere
mononukledren Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) kommt dabei eine
Schliisselrolle zu. Diese tragen durch die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen, v.a.
Interleukin-1 (IL-1), IL-6 und Tumor Nekrosefaktor (TNF)-a zum sogenannten Zytokinsturm
(»,cytokine storm®) in frithen Phasen der Sepsis bei. Neben diesen vorrangigen Zytokinen sind u.a.
auch IL-12, IL-15 und IL-18 von Bedeutung, iiber die ein komplexes Netzwerk sekundérer

Immunantworten geregelt wird. So induzieren IL-12 und IL-18 beispielsweise die Synthese von
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Interferon (IFN)-y, welches neben zahlreichen anderen Effekten unter anderem der
Herunterregulierung von TLR4 auf Zellmembranen entgegenwirkt, zur Hochregulierung von MHC
IT beitrdgt, die Mikrobozidie von Phagozyten verbessert, natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)

aktiviert und somit wesentlich zur Eliminierung des eingedrungenen Erregers beitragt.!”'®

Diese Prozesse setzen sehr rasch nach Antigenkontakt ein, und bereits 30-90 Minuten nach Kontakt
mit LPS lasst sich eine Ausschiittung von IL-1 und TNF-q, als Prototypen der proinflammatorischen
Zytokine, nachweisen. Sie aktivieren weitere Schritte der inflammatorischen Kaskade, mit
Ausschiittung von Zytokinen, Lipidmediatoren und Sauerstoffradikalen, was unter anderem zu einer
verbesserten Zelladhesion intravasal fiihrt und damit die Migration von Abwehrzellen ins Gewebe
des Infektionsherdes erleichtert.

Neben immunologischen Effekten wirken pro-inflammatorische Zytokine auch auf das
Gerinnungssystem ein, was bei ca 35% der Sepsis-Patienten zu einer disseminierten intravasalen
Gerinnung (DIC) fiihrt, die ein wesentlicher Faktor fiir das Entstehen von Organversagen ist, einem
entscheidenden Faktor fiir die hohe Mortalitit in spéten Phasen der Sepsis.””"! Hervorgerufen wird
die DIC einerseits iiber eine Hochregulierung von prothrombotischen Faktoren, v.a. von tissue
factor (TF), der von aktivierten Monozyten/Makrophagen gebildet wird. Dartiber hinaus kommt es
zu einer Herunterregulierung von antikoagulatorischen Proteinen (Antithrombin, Protein C und
tissue factor pathway inhibitor), und zur Unterdriickung von Fibrinolyse, was hauptsdachlich auf
einer Beeintrachtigung der Funktion von Endothelzellen beruht. Hierdurch wird die Entstehung von
Mikrothromben in kleinen Gefdlen gefordert. Neben der Entstehung von Mikrothromben einerseits,
ist die DIC auf der anderen Seite durch das Auftreten von Blutungen charakterisiert, die v.a. durch
den erhéhten Verbrauch von Gerinnungsfaktoren entstehen.#?

Die Thrombosierung kleiner Gefdlle begiinstigt eine Gewebshypoxie und -unterversorgung und
tragt damit in weiterer Konsequenz zum Organversagen bei. Das Versagen von Organen wird
aullerdem durch ein Gewebstdem begiinstigt, welches aufgrund kapillarer Leckage durch eine
durch Sauerstoffradikale hervorgerufene erhdhte GefdRinstabilitdt hervorgerufen wird. Daneben
spielen die Ausschiittung von Prostaglandinen und Histamin, Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten und direkte Gewebszerstérung durch lysosomale Enzyme und Sauerstoffradikale eine
Rolle. Neben dem Auftreten von Sekundédrinfektionen wird der Krankheitsverlauf bei vielen
Patienten durch das Auftreten eines oder mehrerer Organversagen erschwert, und bei Betroffenen

mit vier oder fiinf versagenden Organsystemen liegt die Sterblichkeit bei bis zu 90 %.!"
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Optimalerweise werden eingedrungene Erreger durch die oben beschriebenen Mechanismen durch
eine lokale Entziindungsreaktion am Infektionsort bekdmpft und eliminiert. Zur Vermeidung einer
tiberschiefenden Reaktion stehen dem Korper dafiir eine Reihe von gegenregulatorischen
Massnahmen zur Verfiigung. Neben antiinflammatorischen Zytokinen, der Prototyp hierfiir ist IL-
10, handelt es sich hierbei z.B. auch um direkt antagonistisch wirkende Molekiile, wie
beispielsweise 16slichen TNF-Rezeptor, IL-1 Rezeptor Antagonist, aber auch falsche (,,decoy®)
Rezeptoren, wie z.B. IL-1 Rezeptor Typ II. Kommt es zu einem UberschieBen dieser
antiinflammatorischeren Prozesse oder dauern diese zu lange an, kann dies zu einer andauernden
schwerwiegenden Beeintrachtigung des Immunsystems, der sogenannten , Immunparalyse fiihren.
Diese kann fiir Tage bis Wochen nach Einsetzen der urspriinglichen Infektion anhalten und birgt
eine hohe Gefahr fiir Sekundérinfektionen, die wesentlich zur Sterblichkeit in spdten Phasen der
Sepsis beitragen. Dabei scheint nicht das Vorhandensein von immunosuppressiven Prozessen an
sich, sondern die fehlende Erholung des Immunsystems von Bedeutung zu sein.'”®’ Der Anteil der
Patienten, die innerhalb der ersten vier Tage an einer Sepsis versterben, liegt bei etwa 25%. Von den
Uberlebenden entwickeln etwa 60% eine Immunparalyse und die dadurch bedingte Mortalitit
macht 65% der Sepsis-Todesfille aus™!. Die iiberwiegende Mehrheit der Sepsispatienten verstirbt
also nicht in der initialen Pahse, die oftmals durch eine Hyperinflammation gekennzeichnet ist.
Vielmehr fiihrt die Immunparalyse zu einer erhohten Anfélligkeit fiir Sekundarinfektionen sowie
zur Reaktivierung laternter Infektionen (z.B. Herpes simplex) oder Erkrankung an
opportunistischen Infektionen (z.B. durch Candida albicans) und bedingt dadurch die Mehrzahl der
Sepsis-assoziierten Todesfille."*

Mogliche Szenarien™ fiir das (Ungleich)gewicht von pro- und anti-inflammatorischen Prozessen
im Verlauf der Sepsis sind in Abbildung 1.1 dargestellt. Der Ausschlag der gegensitzlichen
Immunprozesse ist variabel und hdngt von einer Vielzahl von Faktoren, wie z.B. der Art des

Erregers, Vorerkrankungen, genetischer Pradisposition ab.
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Abb. 1.1: Méglicher Verlauf der Inmunantwort in Sepsis-Patienten. A) Eine iiberschielSende
proinflammatorische Immunantwort (rot) sorgt fiir eine Eliminierung des Erregers (violett), fiihrt
iber Gewebszerstérung und Multiorganversagen aber zum Tod des Patienten. B) Eine addquate
proinflammatorische Immuantwort (rot) fiihrt zur Eliminierung des Erregers (violett). Eine
angemessene Antiinflammation (orange) begrenzt die Immunantwort und Gewebsschadigung, der
Patient erholt sich. C) Proinflammation (rot) und iiberschieBende/andauernde Antiinflammation
(orange), die zur Immunparalyse fiihrt, bedingt die Unfdhigkeit zur Eliminierung des Erregers
(violett) und/oder Sekundérinfektionen (violett gestrichelt) und fiihrt zum Tod des Patienten. Aus
[23]

Fir die Untersuchung des Effektes einer immunstimulatorischen Therapie ist es essentiell, die
Patienten zu identifizieren, die eine Sepsis-induzierte Immunparalyse aufweisen. Bislang wird
hierfiir v.a. die monozytdire HLA-DR Expression herangezogen, die auch in dieser Studie zur

Identifikation von potentiellen Studienteilnehmern gemessen wurde.
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1.3 T-Lymphozyten im Rahmen der Sepsis

T-Lymphozyten spielen eine zentrale Rolle in der Elimination von Erregern. Erregerantigene, die
auf Major histocompatibility complex (MHC II)-Molekiilen auf APCs présentiert werden, werden
durch spezifische T-Zellrezeptoren auf CD4+ T-Helferzellen erkannt. Zur Aktivierung der T-
Helferzellen kommt es beim Vorliegen weiterer stimulatorischer Signale durch Bindung von
CD80/CD86 auf APCs an CD28 auf T-Zellen. Durch die gleichzeitige Ausschiittung von Zytokinen
wird eine Differenzierung zu Effektorzellen (z.B. Th1, Th2, Treg) hervorgerufen. Aktivierte T-
Helferzellen sezernieren Zytokine, die zur Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und
Makrophagen beitragen und die Reifung von B-Lymphozyten begiinstigen. Zytotoxische T-
Lymphoyzten (CD8+) sind nach Aktivierung in der Lage, Zielzellen durch die Ausschiittung von
zytolytisvhen Mediatoren (Perforin, Granzym, Granulysin) oder mittels Expression von FasL
abzutdten. Uber beide Wege kommit es zur Induktion von Apoptose in der Zielzelle und im Falle
einer Infektion zur Eliminierung des (intrazelluliren) Erregers.”®!

Im Verlauf der Sepsis kommt es neben einer durch Apoptose und Abwanderung in das infizierte
Gewebe bedingten Lymphozytopenie auch zu einer verminderten Proliferation von T-Zellen und
einer Anergie der verbleibenden Lymphozyten, die durch eine gestérte Zytokinproduktion nach
Stimulation gekennzeichnet ist. Dariiber hinaus wirken CD4'CD25" regulatorische T-Zellen im
Rahmen gegenregulatorischer MaBnahmen negativ auf die initiale pro-inflammatorische

Immunantwort ein und tragen dadurch zur Immunparalyse bei.

1.3.1 T-Zell-Apoptose

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Sepsisdiagnose kommt es zu einer ausgepragten
Lymphozytopenie, die zum einen durch den Ubergang von T-Zellen aus dem Blut ins entziindete
Gewebe und zum anderen durch programmierten Zelltod von CD4 und CD8 Zellen im Blut bedingt

1827.28] Apoptose kann, stark verallgemeinert gesprochen, iiber einen extrinsischen und einen

ist.!
intrinsischen Weg eingeleitet werden, deren Signalkaskaden sich an zahlreichen Punkten
tiberschneiden.

Der extrinsische Weg wird durch Bindung von auslésenden Signalen an Oberfldachenrezeptoren
(z.B. Fas) und im weiteren durch Aktivierung von Kaspase 8 eingeleitet. Der intrinsische Weg, auch
mitochondrialer Weg, wird durch eine Stérung des Gleichgewichts pro-und antiapoptotischer

Genprodukte vorwiegend aus der Familie der B-cell lymphoma (Bcl)-2 Gene oder durch
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stressinduzierte Stimuli hervorgerufen, die im weiteren Verlauf zur Aktivierung von Kaspase-9
fiihren.

Beide Wege miinden in einer gemeinsamen Endstrecke mit Aktivierung von Kaspase-3 und in
weiterer Konsequenz in der Fragmentierung von Zell-DNA. Zwischen diesen Wegen existieren
zahlreiche Uberschneidungen und beide sind in die T-Zell Apoptose bei Sepsis involviert. An wie
vielen Stellen der Signalkaskaden und wie genau es im Rahmen einer Sepsis zum Eingriff kommt
ist nicht vollstandig geklart. Es gibt Forschungsergebnisse, die auf das Vorhandensein mehrerer
l6slicher Apoptose-induzierender Faktoren hinweisen””’. Beispielhaft sei hier das im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersuchte CD28 erwdhnt, das auf T-Lymphozyten von Sepsispatienten
vermindert exprimiert wird. CD28 ist ein co-stimulatorisches Molekiil, dass nach Kontakt mit
Antigen-prasentierenden Zellen eine entscheidende Rolle fiir die Ausschiittung von IL-2 und Bcl-X|,
spielt, beides Faktoren, die fiir das Uberleben von T-Zellen wichtig sind. Letztendlich ist es ein

Ungleichgewicht von pro- und antiapoptotischen Faktoren, welches den Zelltod herbeifiihrt.

1.3.2 T-Zell Anergie

Im Rahmen einer Sepsis findet sich iiblicherweise ein schrittweiser Abfall der T-Zellfunktion trotz
hoher Antigenprédsenz. Die Sekretion von TNF-qa, IL-2 und IFN-y durch erschépfte T-Zellen ist
vermindert und ihre Proliferation bei Antigenkontakt ist herabgesetzt.

Durchflusszytometrisch ldsst sich typischerweise eine hohe Expression von u.a. CD69 (friiher
Aktivierungsmarker) und Programmed cell death protein 1 (PD-1) nachweisen, einem Rezeptor auf
aktivierten Lymphozyten, der bei Ligandenkontakt Zellproliferation und -funktion hemmt. Die

Hochregulierung der Rezeptoren erfolgt innerhalb der ersten Tage nach Auftreten der Sepsis

(verzégertes Eintreten der Immunsuppression). Im Gegensatz dazu findet sich fiir CD127 (a-
Untereinheit des IL-7 Rezeptors) eine verminderte Expression, ebenfalls charakteristisch fiir
erschopfte Lymphozyten.'*®!

Neben der Akkumulation inhibitorischer Rezeptoren im Verlauf der Sepsis, kommt es auch zu einer
hohen Sekretion inhibitorischer Liganden auf Monozyten/Makrophagen, was wiederum zur
Herabsetzung der Funktionsfahigkeit der T-Zellen beitrégt.™ 2!

Hohe Konzentrationen von IL-10, einem antiinflammatorischen Zytokin das vor allem von

Makrophagen z.B. in der Leber, aber auch von regulatorischen T-Zellen und Th2 Zellen produziert
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wird, finden sich relativ frith in der Sepsis. Es unterdriickt die Thl Antwort und trdgt somit
seinerseits zur Verstarkung des antiinflammatorischen Status in den spdteren Phasen der Sepsis bei.

In spdteren Phasen der Sepsis ldsst sich eine verminderte Sekretion von sowohl pro- als auch
antiinflammatorischen Zytokinen im Blut nachweisen. Auch nach Stimulation mit LPS persistiert
diese verminderte Zytokinsekretion, was auf einen Defekt sowohl des angeborenen als auch des

erworbenen Immunsystems schlieRen lésst.!?® >

1.3.3 Regulatorische T-Zellen in der Sepsis

Mehrere Subklassen von T-Lymphozyten sind in der Lage, T-Zell Proliferation und
Zytokinsekretion zu hemmen und T-Zell Apoptose induzieren. Diese werden als regulatorische T-
Zellen (Treg) bezeichnet."”

Regulatorische T-Zellen entfalten ihre Wirkung zum einen iiber direkten Zell-Zell-Kontakt mittels
Rezeptoren, zum anderen durch Freisetzung von Zytokinen, beispielsweise IL-10, tumor growth
factor (TGF)-, IL-4, and IFN-y. Dariiber hinaus sind sie in der Lage, den Tryptophan-Stoffwechsel
der Zielzelle zu beeinflussen und Apoptose zu induzieren.

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen im Rahmen von Infektionen sind noch nicht
abschliefend geklart, wahrscheinlich ist jedoch eine Aktivierung durch LPS iiber den toll-like
receptor (TLR). Entscheidend dafiir, ob die Aktivitit der Tregs niitzlich (Aufrechterhalten des
immunologischen Aquilibriums) oder schidlich (Immunparalyse) fiir den Organismus ist, scheint
das Verhiltnis von Tregs zu Effektorzellen zu sein.®”

In Patienten mit septischem Schock konnte ein erhohter Prozentsatz von zirkulierenden
regulatorischen T-Zellen direkt nach Diagnosestellung nachgewiesen werden. Diese Verschiebung
des Verhdltnisses von Tregs zu Effektorzellen blieb bei Patienten bestehen, die im weiteren Verlauf
der Sepsis verstarben®". Die Ursache fiir eine Verschiebung des Verhiltnisses konnte ein
vermindertes Ansprechen der regulatorischen Zellen auf Apoptose-auslésende Signale sein. Eine
Resistenz von Tregs konnte bereits in vitro nachgewiesen werden, ein Nachweis in vivo steht
derzeit jedoch noch aus. Zusétzlich scheinen die supressiven Eigenschaften der regulatorischen
Zellpopulationen durch die Sepsis verstirkt zu werden.®*3¥

Innate-like T-Zellen umfassen y6 T Zellen und NKT Zellen, die nicht durch die klassischen MHC-I
und MHC-II Molekiile, sondern durch ein eigenes nicht-klassisches MHC Molekiil oder

unspezifisch im Rahmen von inflammatorischen Prozessen aktiviert werden kénnen™. Sie finden
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sich typischerweise in Geweben und weniger in lymphoiden Organen oder dem Blut. Aufgrund des
schnellen Aktivierung ihres TCR werden sie als Teil der raschen Immunantwort aktiv, und iiben
sowohl regulatorische als auch Effektorfunktionen aus.

y6 T Zellen kommen v.a. in epithelhaltigen Organen wie der Haut, Lungen und dem Intestinaltrakt
vor und sind damit strategisch giinstig zur Erregererkennung und Abwehr platziert. Sie erkennen
Erregerantigene {iber nicht-klassische MHC-Molekiile, sind aber auch zur Erkennung von z.B.
PAMPs oder Superantigenen fdhig und werden darer zur Linie der unspezifischen (,,innate®)
Immunantwort gerechnet. Sowohl {iber die Ausschiittung von Zytokinen (IFN-y und TNF-a), als
auch iiber zytotoxische Effektormechanismen sind sie in der Lage, eingedrungene Erreger
abzuwehren. Dariiber hinaus besitzen sie aber auch regulatorische Féahigkeiten, indem sie z.B. die
Aktivitdt von Makrophagen iiber das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 hemmen und auch ein
Effekt auf die TNF-a Produktion von Monozyten nach LPS Stimulation in vitro konnte
nachgewiesen werden. Thre genaue Rolle ist nach wie vor unklar, aber eine gewebsabhdngige und
moglicherweise auch eine unterschiedliche Rolle in Abhdngigkeit von der Phase der Infektion
scheint wahrscheinlich.®”

Natural killer T-Zellen (NKT) interagieren nach Antigenprasentation auf nicht-klassischen MHC-
Molekiilen, wie y6 T Zellen, und sind damit in der Lage, Antigene zu erkennen, die klassischen
Effektor-T Zellen entgehen. Auch ohne Antigenprésentation kdnnen NKT Zellen durch IL-12 oder
IL18 aktiviert werden. Sie sind damit in der Lage, rasch auf eindringende Erreger zu reagieren.
Nach Aktivierung differenzieren sie zu IL-4 produzierenden (fordert die Ty2-Antwort) oder IFN-y
produzierenden Zellen abhdngig vom Antigen und den einwirkenden Zytokinen. Dies hat einen
Einfluss auf das Tx1 zu Tw2 Verhéltnis in der akuten Phase der Infektion. Uber diesen Weg und auch
iiber eine direkte zytotoxische Wirkung, sowie iiber die Hemmung der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine im Rahmen einer Infektion sind NKT Zellen in der Lage, regulatorisch
in das Immunsystem einzugreifen. Auch hier sind genaue Mechanismen und die Rolle im Rahmen

einer Sepsis noch nicht abschlieBend erforscht.™”

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Immunsystem in Rahmen einer Sepsis schwerwiegende
Anderungen durchlduft, die durch den Verlust von zirkulierenden Immunzellen, sowohl des
angeborenen, als auch des erworbenen Immunsystems und eine gestorte Sekretion von IFN-y
charakterisiert sind. In den ersten Tagen nach Einsetzen der Sepsis kommt es zu einer

Hochregulierung von inhibitorischen Rezeptoren und ihrer Liganden auf der Oberfliche von
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Lymphozyten (und DCs), zur verringerten Expression von IL7-Rezeptor und einer Zunahme von
regulatorischen T-Zellen. Dieser Zustand der Erschépfung von immunologischen Funktionen, die
Immunparalyse, spielt eine wichtige Rolle beim Auftreten nosokomialer Infektionen und begiinstigt

ein schlechtes Outcome fiir die betroffenen Patienten.

1.4 Reifung von T-Lymphozyten im Thymus

Nach ihrer Bildung im Knochenmark reifen T-Zellen im Thymus {iber Differenzierung, sowie
positive und negative Selektion zu immunkompetenten naiven T-Lymphozyten heran. Diese
Prozesse sollen sicherstellen, dass T-Zellen in der Lage sind, Pathogene zu bekdmpfen ohne gegen
Zellen des eigenen Korpers vorzugehen, also Autoimunitédt vorbeugen.

Waihrend des Reifungsprozesses durchwandern die Thymozyten das Organ von der Rinde in
Richtung Stroma. Diese Prozesse finden friih in der embryonalen Entwicklung statt und setzen sich
in etwa bis zur Pubertdt fort. In spdteren Phasen des Lebens kommt es zu einer Schrumpfung des
Thymus und in Erwachsenen fiihrt eine Entfernung des Thymus nicht mehr zu einer merkbaren
Beeintréichigung der T-Zell Funktion."*!

Nach dem Eindringen der frithen Vorlduferzellen in den Thymus exprimieren diese zunédchst
ledigilich CD2, sind also auch fiir das T-Lymphozyten kennzeichnende CD3 negativ und doppelt
negativ fiir CD4 und CD8. Diese doppelt negativen Zellen (DN) werden je nach ihrer Expression
von CD44 und CD25 weiter unterteilt. DN1 Zellen (CD44+CD25-) sind noch in der Lage, sich zu
all T-Zellen, y§6 T-Zellen, NK-Zellen, dendritischen Zellen Makrophagen und B-Lymphozyten zu
entwickeln, wobei die Expression von CD117 der stiarkste Marker fiir die Entwicklung entlang der
T-Zelllinie ist. Ca. 20% der DN-Zellen entwickeln sich zu yé T-Zellen, 60% zu reifen af$ T-Zellen.
Die sich zu al T-Lymphozyten entwickelnden Zellen (DN2; CD44+, CD25+) durchlaufen nun eine
Phase, in der ihre TCR-Gene angeschaltet werden und zu einer Neuordnung insbesondere der B-
Kette des Rezeptors fithren. Diese wird auf der Zellmembran exprimiert, zusammen mit CD3 und
einer vorlaufigen a-Kette, was neben einer Blockade von Apoptose zur Proliferation dieser Zelle
und weiteren Differenzierung entlang der af3-Linie fiihrt. Dariiber hinaus fiihrt die Festlegung auf
eine R-Kette zur Herunterregulierung von CD25, was den Ubergang zur DN4-Population (CD44-
CD25-) markiert. In diesen findet eine Hochregulierung von CD4 und CDS8 statt, die entstandenen

Zellen sind somit zundchst CD4+CD8+ doppelt-positiv (DP).
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DP of TCR tragende Zellen durchlaufen nun eine Reihe von positiven und negativen
Selektionsschritten bevor sie den Thymus verlassen konnen. Positive Selektion erfolgt durch
schwache Bindung an Komplexe von MHC I oder MHC II Molekiile und korpereigenen Peptiden
auf Thymus Epithelzellen. Findet keine solche Bindung innerhalb einer gewissen Zeit (ca 3-4 Tage)
statt, stirbt die Zelle durch Apoptose ab. Wahrend dieses positiven Selektionschrittes erfolgt auch
die Festlegung auf entweder einen CD4+ T Helferzelltyp (bei Erkennung von MHC II) oder einen
CD8+ Killerzelltyp (bei Erkennung von MHC I).17

Nach diesem Schritt wandern die ,,halbreifen® Zellen von der Thymusrinde in das Mark. Hier findet
die negative Selektion von autoreaktiven T-Zellen statt. Zellen, die hochaffin an Eigenpeptid/MHC-
Komplexe binden werden durch Apoptose entfernt. Nach einer abschlieSenden Reifung im
Thymusmark fiir ca 4-5 Tage verlassen die T-Lymphozyten den Thymus iiber Blutgefdle, um in der
Peripherie zu zirkulieren.®® In diesem Stadium werden sie als recent thymic emigrants (RTEs)
bezeichnet. Die RTEs durchlaufen einen ca 3 Wochen dauernden Reifungsprozess in den peripheren
Lymphknoten, wéhrend dessen die Expression verschiedener Oberflachenmolekiile reguliert wird.
So wird beispielsweise die Expression von CD31 (auf CD4 RTEs) herunterreguliert, anhand dessen
diese Zellpopulation in der vorliegenden Studie identifiziert wurden.™ RTEs unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Respons auf Antigenkontakt von reifen naiven T-Lymphozyten, die per definition
ebenfalls noch keinen Kontakt zu Pathogenen im peripheren Blut/Organen gehabt haben.
Insbesondere die Fahigkeit zur IL-2 Produktion nach Aktivierung ist in RTEs gegeniiber reifen
naiven T-Zellen herabgesetzt."*”

Die ebenfalls im Thymus gebildeten y§ T-Zellen durchlaufen viele der oben aufgefiihrten Stadien
der Reifung nicht, ihr Phanotyp wird zum groten Teil durch die Starke des von ihnen exprimierten

y8 TCR bestimmt, der damit ein viel breiteres Spektrum an Antigenen binden kann."”

1.5 Problemstellung

Die Therapie der Sepsis griindet sich auf drei Prinzipien (kausale Therapie, supportive Mallnahmen,
adjuvante Behandlung), wobei die kausalen und supportiven TherapiemaSnahmen im Vordergrund
stehen. Zu erstgenannten gehoren beispielsweise Antibiotikatherapie, aber auch invasive Verfahren
wie die chirurgische Herdsanierung bei vorwiegend lokalen Infektionen. Die supportiven

Therapieverfahren umfassen neben Organersatzverfahren wie maschineller Beatmung und
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Nierenersatzverfahren, auch Malnahmen zur hdmodynamischen Stabilisierung (z.B. mit
Katecholaminen) und die enterale oder parenterale Erndhrung des Patienten.

Der Versuch, den wissenschaftlichen Fortschritt auf dem Gebiet der Sepsisforschung therapeutisch
zu nutzen, spiegelt sich in einer Vielzahl klinischer Studien zu immunmodulierenden adjuvanten
Therapien wieder. Nach Wissen der Autorin konnte bisher fiir keine dieser Therapien eine
signifikante Reduktion der Sepsis-Mortalitdt nachgewiesen werden. In Anbetracht der weltweit
hohen Fallzahlen und weiterhin betrdchtlichen Sterblichkeit scheint der Bedarf nach einer
wirkungsvollen immunolgischen Therapie jedoch nach wie vor sehr hoch. Basierend auf der
Annahme, dass die hohe Sepsismortalitdt vor allem auf eine unkontrollierte, tiberschiessende pro-
inflammatorische Immunantwort zuriickzufiihren sei, wurden ab den 1970er Jahren zunichst
zahlreiche Studien zum Einsatz anti-inflammatorischer Therapeutika (u.a. TLR-Rezeptor
Antagonist, Anti-TNF-a, hochdosierte Corticosteroide) durchgefiihrt. Ein Nutzen im Sinne einer
signifikanten Reduktion der Mortalitit konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Mit
zunehmender Einsicht, dass die Mehrzahl der Patienten nicht in einer Phase der
Hyperinflammation, sondern vielmehr an den Folgen einer andauernden Unterfunktion des
Immunsystems, der Sepsis- induzierten Immunparalyse vestirbt, wurden gegen Ende der 1990er
Jahre erste Versuche mit pro-inflammatorischem Ansatz bei Patienten mit Sepsis und
Immunparalyse unternommen. Der Auswahl dieser Patienten, also der zuverldsslichen
Identifizierung der Sepsispatienten, die sich in einem Zustand der schwerwiegenden
Beeintrachtigung des Immunsystems befinden, sollte dabei Rechnung getragen werden. Allerdings
lassen viele der bisher durchgefiihrten Studien ein konsequentes Monitoring der Immunfunktion fiir

die Studiendauer vermissen.

1.5.1 Immunstimulatorische Therapien in der Behandlung von Sepsispatienten

In den letzten Jahr(zehnt)en hat sich der Fokus also vor allem auf immunstimulatorische adjuvante
Behandlungsmethoden verlagert. In einer ersten Pilotstudie® an Sepsispatienten mit
Immundepression (charakterisiert durch <30% HLA-DR positive Monozyten fiir mindestens 48
Stunden) konnte gezeigt werden, dass eine immunstimulatorische Therapie mit IFN-y zu einem
unmittelbaren Anstieg der monozytdren HLA-DR Expression fiihrt. Diese war assoziiert mit einer
Verbesserung klinischer Parameter. Acht der neun eingeschlossenen Patienten erholten sich kurze

Zeit nach der Therapie mit IFN-y von ihrer Sepsis. Der gleiche Ansatz ist auch in jlingerer Zeit bei
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Patienten mit schweren invasiven Pilzinfektionen erneut zum Einsatz gekommen. Dabei konnte
wiederum eine teilweise Wiederherstellung der Immunfunktion nach Gabe von Interferon-y
nachgewiesen werden.”"! Insbesondere kam es zum Anstieg der HLA-DR Expression in Patienten
mit stark herabgesetzter Ausgangskonzentration auf unter 50% des Normwertes. Dariiber hinaus
konnte eine erhohte Produktion von IL-17 und IL-22, proinflammatorische Zytokine, die
insbesondere in der Bekdmpfung fungaler Infektionen eine Rolle spielen, gezeigt werden.

In einer 2015 verdffentlichten Studie wurden IL-7 und anti-programmed death-ligand 1 (Anti-PD-
1) im Mausmodell getestet,'*> “*! die beide bereits in Patienten mit schweren viralen Infekten und
Krebs erfolgreich zu einer Stimulation des Immunsystems eingesetzt worden waren. Die Autoren
konnten dabei unterschiedliche Mechanismen der beiden eingesetzten Immunstimulantien in
verschiedenen Geweben (Lymphknoten, Milz, peripheres Blut) nachweisen, was beispielsweise fiir
die Wahl des Therapeutikums in Abhdngigkeit vom Infektionsherd von Bedeutung sein kénnte. Bei
Untersuchung einer Kombinationsbehandlung mit IL-7 und Anti-PD-1 zeigten sich additive Effekte
auf die CD28 Expression, Lymphozytenproliferation und IFN-y Sekretion in der Milz. Die
Kombinationsbehandlung zeigte sich iiberlegen im Vergleich zur Monotherapie im Hinblick auf
oben genannte Faktoren. Die Autoren postulieren, dass in Zukunft eben solche
Kombinationstherapien in der Behandlung von Sepsispatienten Einsatz finden und sehen dabei eine
zentrale Rolle in der Kombination von beispielsweise den untersuchten IL-7 und Anti-PD-1, bei
deren Einsatz in Krebspatienten und bei Viruserkrankungen bereits eine Reduktion von
Mortalitdtrate und ein verbessertes Outcome gezeigt werden konnte. Eine klinische Studie zum
Einsatz einer immunstimulatorischen Therapie mit IL-7, (Anti-PD-L1) und OX-40L (CD134)
konnte fiir die Patientengruppe mit durch multiresistente Erreger bedingte Sepsis ein Anstieg der

IFN-y Produktion durch T-Zellen gezeigt werden.*

1.5.2 Immunstimulatorische Therapie mit GM-CSF

Ein signifikanter und persistierender Anstieg der monozytiren HLA-DR Konzentration fand sich

auch in einer Studie an Patienten mit schwerer Sepsis und Immunparalyse, die mit
rekombinantem humanen GM-CSF (rhGM-CSF) in einer Dosis von 5 pg/kg Korpergewicht fiir drei
Tage behandelt wurden. In einer 2001 veréffentlichten Studie an sechzig Neugeborenen mit Sepsis

und Neutropenie,* die mit rhGM-CSF behandelt wurden, konnte dariiber hinaus eine signifikante
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Reduzierung der Mortalitdtsrate von 10% in der mit GM-CSF behandelten Patientengruppe im
Vergleich zu 30% in der Kontrollgruppe gezeigt werden.

GM-CSF ist ein Wachstumsfaktor aus der Gruppe der Kolonie-stimulierenden Faktoren, die die
Proliferation und Differenzierung hamatopoetischer Vorlduferzellen anregen, also myeloproliferativ
wirken. Es wird als korpereigenes Zytokin physiologischerweise durch eine Vielzahl von Zellen
produziert, darunter auch von Ty-Zellen, neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen, in
geringem Umfang auch von Monozyten/Makrophagen. Das glykosylierte Polypeptid entfaltet seine
Wirkung durch Bindung an spezifische Rezeptoren auf den Zielzellen. Zu diesen gehéren neben
granulozytiren und monozytiren Vorlduferzellen unter anderem auch reife neutrophile
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten. Es stimuliert dadurch nicht nur die Bildung neuer
Immunzellen, sondern foérdert auch die Abwehrfunktionen bereits ausgereifter Zellen. Es unterstiitzt
die Proliferation, Reifung und Einwanderung von dendritischen Zellen, die durch ihre Fahigkeit zur
Antigenprasentation eine bedeutende Aufgabe in der Induktion einer spezifischen T-Zellantwort
spielen. Diese wird beispielsweise durch die gesteigerte Expression von MHC Klasse II-Molekiilen
ermoglicht, die durch GM-CSF angeregt wird. So kann das Antigen von CD4" T-Zellen erkannt
werden, die ihrerseits die Aktivierung der B-Lymphozyten und CD8" zytotoxischen T-Zellen
unterstiitzen. Diese wird weiterhin durch eine gesteigerte Bildung co-stimulatorischer Molekiile
gefordert, die fiir die Interaktion von APC und T-Zellen nétig sind. Des Weiteren regt GM-CSF
auch die Produktion von Zytokinen wie IL-12 durch phagozytierende Zellen an, das eine zentrale
Rolle in der Aktivierung der Tx1-vermittelten Immunantwort spielt.*!

In Deutschland werden insbesondere G-CSF, aber auch GM-CSF bereits eingesetzt, um das
Infektionsrisiko im Rahmen der Neutropenie bei Patienten mit myelosuppressiver Chemotherapie
zu reduzieren. Die Applikation in dieser Patientengruppe konnte zeigen, dass die Nebenwirkungen
der immunstimulatorischen Therapie mit Kolonie-stimulierenden Faktoren im Allgemeinen gering
sind. Zu den beobachteten Nebenwirkungen gehéren grippedhnliche Symptome mit Fieber,
Miidigkeit, Gliederschmerzen und Ubelkeit. Dariiber hinaus sind Schwitzen, Schwindel, Juckreiz,
Pardsthesien, Stomatitis, Dyspnoe und unspezifische Schmerzen des Thorax, sowie periphere
Odeme beschrieben worden. In seltenen Fillen kam es unter der Anwendung zu Anaphylaxie,
Quincke-Odemen, Bronchospasmus, Herzinsuffizienz, Stevens-Johnson-Syndrom, intrakraniellen
Durchblutungsstérungen mit Verwirrtheit, Konvulsionen und Anstieg des intrakraniellen Drucks.
Auch ein Capillary leak-Syndrom, Pleura- und Perikardergiisse, Lungenddem, Perikarditis und

Synkopen traten in seltenen Féllen auf.'*’
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Die vorliegende Arbeit behandelt den Effekt einer immunstimulatorischen Therapie mit
rekombinantem humanen Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierendem Faktor (rhGM-CSF)
als adjuvante Therapie bei schwerer Sepsis und septischem Schock im Rahmen einer
randomisierten, Placebo-kontrollierten, doppelblinden Studie mit insgesamt 38 Patienten. Teildaten
der Studie, insbesondere zu Frequenz und Funktion von Zellen des angeborenen Immunsystems,
sowie Kklinischen Parameteren wie intensivmedizinischen Scores, Beatmungsdauer und
Verweildauer auf Intensivstation sind Bestandteil anderer Dissertationen und werden hier daher
nicht ndher beleuchtet. Einige dieser Resultate sind dariiber hinaus bereits publiziert, sieche Meisel
C, Schefold JC, Pschowski Rbaumann T, Hetzger K, Gregor J, Weber-Carstens S, Hasper D, Keh
D, Zuckermann H, Reinke P, Volk HD: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to
reverse sepsis-associated immunosuppression: a double-blind, randomized, placebo-controlled

multicenter trial. Am J Respir Crit Care Med. 2009 Oct 1;180(7):640-8.

In der vorliegenden Arbeit sind die Ergebnisse einer Substudie wiedergegeben, die den Effekt auf T-

Lymphozyten untersucht:

1.5.3 Arbeitshypothesen

In der vorliegenden Arbeit sollen folgende Hypothesen untersucht werden, die auch Teil der

Studienhypothese waren:

Primérhypothese
¢ Die Therapie mit GM-CSF fiihrt zu einer dauerhaften Normalisierung der monozytéren
Immunkompetenz. Diese wird mittels Messung der monozytiren HLA-DR Expression

erfasst.

Sekundéarhypothesen
e Es kommt zu einer Erholung des erworbenen Immunsystems, gemessen an der Frequenz
verschiedener Lymphozytenpopulationen sowie deren Féahigkeit zur Zytokinproduktion nach

Stimulation.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

Studienmedikation

Name Konzentration Hersteller

GM-CSF Leukine Liquid 500 mg/ml Berlex, Richmond/USA

Sargramostim 2,8-10° IU/ml

NaCl- Losung 9 mg/ml Charité Apotheke, Berlin

Blutentnahme

Name Zusatz Inhalt Hersteller

S-Monovette Lithium Heparin 9 ml Sarstedt, Niimbrecht
Kalium-EDTA 2,7 ml Sarstedt, Niimbrecht
Citrat 5ml Sarstedt, Niimbrecht

Multi-Adapter Sarstedt, Niimbrecht

fiir S-Monovette

PAXgene Stabilisierungs- 6,9 ml Losung  PreAnalytix

Blood RNA Tube 16sung 2,5 ml Blut Hombrechtikon/ Schweiz

Vacutainer Becton Dickinson, Heidelberg

Direct Draw Adapter

Vollblut-Stimulation

Name Stock Endkonz. Hersteller
Tetanus Impfstoff Merieux 80IE/ml Aventis Pasteur, Leimen
Influenza  Spaltimpfstoff Begrivac Chiron-Behring, Marburg
PPD Sdugertuberkulin Impfstoffwerk Dessau
CMV-AG Cytomegalievirus Abbott, Wiesbaden
AxSYM System
Candida Alyostal Pricktest 100RI Stallergenes, Rheinberg
albicans
PMA Phorbol 12-myristat 13- 1 mg/ml 10 ng/ml  Sigma-Aldrich, Miinchen
acetat
gelost in DMSO
Ionomycin Ca-Salz von 1 mg/ml 2 pg/ml  Sigma-Aldrich, Miinchen

Streptomyces conglobatus
geldst in Ethanol
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Con A Concanavalin A 1 mg/ml 100 pg/ml Sigma-Aldrich, Miinchen
Aus Canavalia ensiformis
Medium Hersteller
RPMI 1640 Kulturmedium Biochrom AG, Berlin
mit 2,0 g/l NaHCO;
ohne Glutamin
very low endotoxine
Durchflusszytometrie
Name Hersteller

Anti-Mouse Ig,x
Negative control (FBS)
FACS-Lyse
FACS-Puffer

Aqua dest.

FACS Flow
FACS Clean
FACS Rinse

Compensation beads
Compensation beads
FACS lysing solution
Falk-Losung

1 g Na-Acid

20 ml FCS, endotoxinfrei
Ampuwa fiir Spiilzwecke

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
BD, Heidelberg
Charité-Apotheke, Berlin
Serva GmbH, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin
Fresenius Kabi

Bad Homburg v.d.H

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Antikorper

Antikérper Farbstoff/Emissionsmax. Vol./Farbung Hersteller

CD 25 PE /575 nm 10pl Becton Dickinson, Heidelberg
CD 62L ECD /610 nm 4 pl Beckman Coulter, Krefeld
CD 45RA APC /660 nm 4 pl Caltag, Hamburg

CD 31 FITC / 520 nm 15 pl Immunotech, Hamburg

CD 27 APC_Cy7 /765 nm 7 pl Caltag, Hamburg

CD 3 Pac. Blue / 455 nm 8 pl Becton Dickinson, Heidelberg
CDh4 PerCP/ 670 nm 12 pl Becton Dickinson, Heidelberg
CD 38 PE_Cy7/750-810 nm 5yl Becton Dickinson, Heidelberg
CD 11a FITC /520 nm 100 pl* Dako, Waldbronn

CD 28 PE /575 nm 100 pl* Dako, Waldbronn

CD 57 FITC /520 nm 300 pl* Immunotech, Hamburg
HLA-DR  PerCP /670 nm 10ul Becton Dickinson, Heidelberg

*Messung erfolgte durch das Labor des Insituts fiir medizinische Immunologie, Berlin
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Name

Hersteller Nachweisgrenze

ex vivo LPS-Stimulation Kit
QuantiBRITE PE-Beads

QualiBRITE —Beads
IMMULITE IL-6/ IL-10/ TNF-o/
Quantikine Human GM-CSF

ELISA Kit
Cytometric Bead Array

Milenia, Bad Nauheim
Becton Dickinson,
Heidelberg

Becton Dickinson,
Heidelberg

DPC Biermann, Bad
Nauheim

R&D Systems, Wiesbaden

Becton Dickinson,

Human Soluble Protein Master =~ Heidelberg

Buffer Kit

Human IL-2 Flex Set Becton Dickinson, 11,2 pg/ml
Heidelberg

Human IL-5 Flex Set Becton Dickinson, 1,1 pg/ml
Heidelberg

Human IP-10 Flex Set Becton Dickinson, 0,5 pg/ml
Heidelberg

Human IFN-y Flex Set Becton Dickinson, 1,8 pg/ml
Heidelberg

Human RANTES Flex Set Becton Dickinson, 0,002 pg/ml
Heidelberg

Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

Becherglaser 50, 250 ml
Messzylinder Duran 100 ml
Falcon Rohrchen 50 ml
FACS-Réhrchen 5 ml
Pipetten 5, 10, 25 ml

Simax, Czech Republic
Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht
Becton Dickinson, Heidelberg

Reagiergefdlle 0,5 ;1,5 ;2 ml Safe seal Eppendorf, Hamburg

Multi-Reaktionsgefalle 0,65 ml
DNAse-/RNAse frei
Pipettenspitzen 10; 200; 1000 pl
LPS-freie Pipettenspitzen 200 pl

Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg
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Gerate
Name Hersteller
Pipetten Pipette 10, 50, 200, 1000 pl Eppendorf, Hamburg
Pipetus Standard Hirschmann, Heilbronn
Zentrifugen Kiihlzentrifuge CR 422 Jouan, Saint-Herblain/Frankreich
Tischzentrifuge Hermle Z160M Neolab, Heidelberg
Sterilbank Hera Safe, Heraeus Kendro Laboratory Products,
Miinchen
Brutschrank CO,-Inkubator Heraeus Kendro Laboratory Products,
37,0 °C Miinchen
5,0 % CO,
Tiefkiihler Hera Freeze Heareus Kendro Laboratory Products,
- 80 °C Miinchen
Durchfluss- LSR1I Becton Dickinson, Heidelberg
zytometer
FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg
IMMULITE-Mess- DPC Biermann, Bad Nauheim
System
CBA/ ELISA Mess- FACS-Array Bioanalyzer Becton Dickinson, Heidelberg
System
Riittler Vortex Genie2 Scientific Industries, Bohemia/USA
Software
Name Hersteller
CellQuest Becton Dickinson, Heidelberg
FACS Diva Becton Dickinson, Heidelberg
SPSS 16.0 SPSS Inc., Chicago/USA
MS Office 2003 Microsoft, Redmont, USA
FCAP Array Software Becton Dickinson, Heidelberg
FlowJo 8.6.3 Treestar, Ashland/USA

Patientendatenmanagementsystem COPRA
Origin SR7

COPRA System GmbH, Sasbachwalden
OriginLab Corporation, Northampton/USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine prospektive, randomisierte, doppelblinde Placebo-kontrollierte Studie.
Diese wurde von der zustdndigen Ethikkommission genehmigt. Von November 2005 bis Januar
2007 wurden insgesamt 38 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei den teilnehmenden Stationen
handelt es sich um Intensivstationen der Standorte Campus Virchow-Klinikum und Campus Charité
Mitte der Charité Universitdtsmedizin Berlin. Einschlusskriterien waren ein Patientenalter von
mindestens 18 Jahren, Diagnose schwere Sepsis und/ oder septischer Schock, Immunparalyse mit
einer monozytiren HLA-DR-Expression von < 8000Molekiilen/ Zelle an mindestens zwei
aufeinander folgenden Tagen und das Vorliegen des schriftlichen Einverstdndnisses. In Féllen, in
denen der Patient selbst nicht zur AuBerung seines Willens fihig war, konnte die Abgabe des
Einverstdndnisses durch einen vom zustdndigen Amtsgericht bestellten Vertreter erfolgen. Der
Ausschluss erfolgte bei Vorliegen eines der folgenden Kriterien: bekannte Uberempfindlichkeit
gegen GM-CSF oder Hilfsstoffe des Verumpraparates, Schwangerschaft oder Stillzeit, moribunde
Patienten mit einer Lebenserwartung < 24 h, Dauertherapie mit systemischen Glucocorticoiden fiir
> 6 Monate, hdamatologische Systemerkrankung, HIV Infektion, akuter Herzinfarkt oder akute
Lungenarterienembolie, akute Pankreatitis, kardiopulmonale Reanimation in den letzten 72 h oder
Patienten, bei denen eine Reanimation oder erweiterte lebenserhaltende Malknahmen nicht indiziert
sind, Teilnahme an einer anderen experimentellen Studie mit Medikamenten oder Intensivaufenthalt
fiir mehr als zwei Monate vor Beginn der Studie.

Die Entnahme von 2,7 ml EDTA-BIut fiir die Durchfiihrung der Screening-Untersuchung auf HLA-
DR (Molekiile/Zelle) zu den Visiten (V) 0 und -1 , d.h. an den beiden Tagen vor Beginn der
Applikation der Studienmedikation erfolgte nach Abgabe des miindlichen Einverstdndnisses der

Patienten.

2.2.2 Applikation der Studienmedikation und Blutentnahme

Die Studienmedikation (Verum und Placebo) wurden von der Apotheke des Charité Campus
Virchow-Klinikum bereitgestellt, die auch die Randomisierung der Patienten und die Verblindung

vornahm. Die Gabe des Verumpréparates erfolgte in einer Dosierung von 4pg/kg KG tédglich an den
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Visiten V1-V5. Die Studienmedikation wurde durch geschultes medizinisches Personal der

beteiligten Intensivstationen jeweils nach erfolgter Blutentnahme subkutan verabreicht. An V6

erfolgte eine Anpassung der Dosierung. Zeigten die Patienten an V5 einen Anstieg der monozytédren

HLA-DR-Expression auf iiber 15.000 Molekiile/Zelle, so wurde weiterhin eine Dosis von 4ng/kg

KG verabreicht, wurde dieser Grenzwert nicht erreicht, so erfolgte eine Dosiseskalation auf 8pg/kg

KG von V6 bis einschlieSlich V8. An V9 erfolgte morgens eine abschliefende Blutentnahme. Die

entnommenen Blutproben wurden anschliefend bei +4°C aufbewahrt und zum Transport ins Labor

auf Eis gelagert. In Abbildung 2.1 ist der zeitliche Ablauf der Studie in Bezug auf durchgefiihrte

Messungen und Medikamentenapplikation dargestellt.

HLA-DR
<8000 mAb/Zelle

HLA-DR

<15000 mAb/Zelle?
— Dosiseskalation

f

Visite -1 0 1 &z g 4

5

G 7 8

9

28

Studienarm 1 [ rthuGM-CSF (4pg/ke/d) ||

4 bzw. 8 pp/kgid

Studienarm 2 |

Placebo (0,9% NaCl)

HLA-DR
Differentialblutbild
Lymphozyten-Subsets
Zytokine nach Stimulation

Mortalitéat

Abb. 2.1: Zeitlicher Ablauf der Studie, in Bezug auf durchgefiihrten Messungen und Applikation

der Studienmedikation. Nach Meisel et al. 2009"™"

2.2.3 Laborbestimmungen

Taglich wurde die monozytire HLA-DR-Expression bestimmt sowie ein Differentialblutbild

angefertigt und die Leukozytenzahl gemessen. Diese Untersuchungen erfolgten im Routinelabor des

Instituts fiir Medizinische Immunologie.
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2.2.4 Durchflusszytometrische Bestimmung von Oberflichenproteinen

Prinzip

Die Durchflusszytometrie ermoglicht neben der Zdhlung von Zellen und anderen Partikeln des
Blutes auch deren Charakterisierung anhand von Grofe, Granularitdt und Fluoreszenzeigenschaften
nach Kopplung an mit Farbstoffen beladene Antikorper gegen zelleigene Strukturen. Mithilfe dieser
Methode konnen neben quantitativen auch qualitative Aussagen zu Zellen und Zellpopulationen
getroffen werden. Die zu untersuchenden Zellen werden hierbei in einer Kapillare in einem
Fliissigkeitsstrom beschleunigt, so dass sie einzeln an einem Sensor vorbeigeleitet werden. Dieses
Prinzip nennt man hydrodynamische Fokussierung. Diese ermoglicht die Erfassung von
Eigenschaften auf Einzelzellebene. Im Bereich des Analysepunktes trifft monochromatisches Licht
(Laser), auf die Zelle. Jeder Zelltyp streut dieses Licht entsprechend der GroRe, der Struktur der
Zellmembran und Art der intrazelluldren Bestandteile in spezifischer Weise. Der grofite Anteil des
Lichtes wird vorwarts gestreut, so dass das Vorwartsstreulicht (foreward light scatter, FSC) ein Mal}
fiir die Groe der Zelle darstellt. Der im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute
Anteil wird als Seitwartsstreulicht (sideward light scatter, SSC) bezeichnet und charakterisiert die
Granularitdt der Zelle. Aussagen iiber weitere Oberfldchen- sowie intrazelluldre Strukturen kénnen
durch Markierung mittels Fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikérper getroffen werden. Hierbei
absorbiert der Farbstoff Licht einer bestimmten Wellenldnge, wodurch er angeregt wird und
seinerseits Licht eines spezifischen Wellenldngenbereiches emittiert, das durch Detektoren erfasst
wird. Dies erlaubt die simultane Messung verschiedener Parameter. Das verwendete LSR II-Gerét
der Firma BD verfiigt iiber vier verschiedene Laser der Wellenldngen 488 nm, 633 nm, 355 nm und
405 nm, so dass die gleichzeitige Analyse von acht Signalen zur Charakterisierung von T-Zell-
Populationen moglich ist. Diese konnen mit Hilfe der Auswertungssoftware dargestellt und mittels
Mutiparameteranalyse  identifiziert =~ werden. Da sich die Lichtemissionen eines
Fluoreszenzfarbstoffes {iber einen groleren Wellenldngenbereich erstrecken und sich die Spektren
einiger Farbstoffe iiberlappen, kénnen die Emissionen eines Farbstoffes auch von anderen als dem
zugeordneten Detektor erfasst werden. Um dieses Problem zu beheben, erfolgt eine elektronische

Kompensation.
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Durchfiihrung

Die durchflusszytometrische Untersuchung wurde an den Visiten 1, 5 und 9 durchgefiihrt. Fiir die
Farbung wurden 100 pl EDTA-Vollblut verwendet, das bis zur Analyse auf Eis gelagert wurde. Fiir
jeden Patienten wurde an V1 ein Antikorper (AK)-Mix jeweils fiir alle drei Visiten hergestellt, der
dem Vollblut zugegeben wurde. Bis zur Verwendung an V5 und V9 wurde dieser im Kiihlraum
lichtgeschiitzt bei +4°C gelagert. Nach Zugabe der Antikérper zum Vollblut wurde dieses bei +4°C
fiir 30 Minuten inkubiert. Der Ansatz wurde mittels Vortexer bei geringer Geschwindigkeit
durchmischt, um eine bessere Verteilung der Antikorper an den sich absetzenden Zellen zu
erreichen und so die Farbung zu verbessern. Dieser Schritt wurde nach erfolgter Inkubation
wiederholt. Um die Erythrozyten zu lysieren wurden anschliefend 2 ml BD-Lyse hinzugegeben und
die Probe fiir 10 Minuten dunkel bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Durchmischung
wurde die Probe bei +4°C und 400 G fiir 8 Minuten zentrifugiert. Der Fliissigkeitsiiberstand tiber
dem sich absetzenden Zellpellet wurde verworfen und das verbleibende Pellet resuspendiert. Es
wurden 2 ml FACS-Puffer zugesetzt und erneut bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen. Nach Zufiigen von 100 pl FACS-Puffer wurden die Proben bis
zur Messung am LSR II kiihl und dunkel gelagert. Die Messung erfolgte jeweils am Tag der

Blutentnahme.

Analyse und Auswertung der Proben

Die Analyse der gefdarbten Proben erfolgte am Durchflusszytometer LSR II der Firma BD. Das
Gerdt wurde mit den durch den Hersteller empfohlenen Losungen betrieben und nach jeder
Benutzung sorgfaltig gereinigt.

Die fiir alle Studienteilnehmer angewendete Kompensation wurde mit dem BD CompBeads
Compensation Particles Set durchgefiihrt. Hierfiir wurde je ein Tropfen des Anti-Mouse Ig mit den
verschiedenen Antikérpern der T-Zell-Farbung versetzt. Die weitere Behandlung entsprach dem
obenstehenden Protokoll, ebenso das eingesetzte Volumen der Antikérper. Die Negativkontrolle
wurde nicht gefarbt, sonst aber gleich behandelt. Die Messung erfolgte am gleichen Gerdt wie die
Analyse der gefdrbten Patientenproben. Nach Messung der einzelnen Kompensationsansdtze und
der Negativkontrolle erfolgte die Anpassung der Detektorspannungen mit Hilfe der FACS Diva-

Software, um die Uberstrahlung des Emissionssignals eines Farbstoffes in einen anderen zu
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minimieren. Die ermittelten Detektorspannungen wurden fiir alle Patienten der Studie iibernommen.
Im Rahmen der Auswertung der Ergebnisse mit Hilfe der FlowJo-Software erfolgten bei Bedarf

einzelne Korrekturen der Kompensation.

2.2.5 Uberpriifung der T-Lymphozytenfunktion

Vollblutstimulationen

Zur Stimulation der T-Lymphozytenfunktion wurden verschiedene Mitogene eingesetzt, die zur
Aktivierung von T-Zellen und damit zur Steigerung der Zytokinproduktion fiihren. Die Verdnderung
der Zytokinlevel im Verlauf kénnen nachfolgend mittels quantitativer Analyseverfahren erfasst
werden. Verwendet wurden neben Concanavalin A, einem Lektin aus der Jackbohne (Canavalia
ensiformis), eine Kombination von PMA und Ionomycin, um die mitogene Potenz durch
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege noch zu steigern. PMA [Phorbol 12-myristate
13-acetate (CssHssOs)] ist eine von Croton-Ol abgeleitete Substanz, die insbesondere durch eine
Aktivierung des Ras/MAPKinase-pathways zur konzentrations-abhdngigen Stimulation von
peripheren T-Lymphozyten fiihrt. Ionomycin (CsH70OsCa) ist ein durch Streptomyces conglobatus
produziertes Polyether-Antibiotikum und fungiert als mobiler Transporter fiir Ca*"-Ionen. Der
resultierende Ca-Strom fiihrt unter anderem zu einer Hochregulierung von CD7 in T-Zellen
(Zeichen fiir Aktivierung) und zur Aktivierung der Proteinkinase C. In einem weiteren Ansatz
erfolgte die Stimulation mit einem Gemisch verschiedener Recall-Antigene, einer Mischung aus
bakteriellen und viralen Antigenen, die bei einem GrofSteil der Menschen eine zelluldre (T-Zell-
vermittelte) Immunreaktion hervorrufen. In der Studie wurde eine Mischung aus Candida albicans-,

Tetanus-, Tuberkulose-, Influenza- und CMV-Antigenen verwendet.

Durchfiihrung

Der Ansatz der Vollblutstimulationen an den Studientagen V1, V5 und V9 erfolgte unter sterilen
Kautelen in 1,5 ml ReaktionsgefdBen. Zundchst wurde Medium in die Gefdle vorgelegt und dann

das Stimulans hinzugefiigt. Dann folgte die Zugabe von Heparin-Vollblut und die sanfte

Durchmischung der Probe. Die Stimulantien waren bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.
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PMA wurde vor dem Einsetzen zundchst mit Medium verdiinnt. Die Stimulationen wurden nach

folgendem Schema angesetzt:

Concanavalin A PMA/Ionomycin Recall-Antigene
Medium 750 pul 500 pl 200 pl
Stimulans 50 pl 5 ul PMA, verdiinnt 50 pl
Verdiinnung 5 ul PMA
Vollblut 200 pl 500 pl 250 pl

Die Ansdtze wurden anschliefend fiir 24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am ndchsten Tag
wurden die Proben zunédchst sanft resuspendiert und anschliefend fiir 5 Minuten bei 5000 rpm

zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in ReaktionsgefiRe iiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

Cytometric Bead Array (CBA) zur Bestimmung léslicher Zytokine im Uberstand

CBA ist ein quantitatives Verfahren, um lésliche Produkte, wie z.B. Zytokine im Uberstand nach
Stimulation oder auch direkt im Serum zu bestimmen. Das Prinzip entspricht dem eines Sandwich-
ELISA, bei dem der Capture-AK jedoch nicht an eine Platte, sondern an Beads (kleine
Polymerkiigelchen) gekoppelt ist. Diese tragen zusdtzlich Fluoreszenzmolekiile, die bei der
gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Zytokine eine eindeutige Zuordnung anhand von Grofe und
Fluoreszenzeigenschaften der Bead-Population erlauben. Im ndchsten Schritt bindet der spezifische
Detektions-AK, der in einer anderen Fluoreszenz eingesetzt wird, an den Komplex aus Capture-
Bead und Zytokin. Die Messung erfolgt anschlieBend am Durchflusszytometer. Durch die
Erstellung einer Standardkurve mit definierten Zytokinkonzentrationen lassen sich Aussagen zur

Konzentration des betreffenden Zytokins treffen.

Durchfiihrung

Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen im Uberstand nach Vollblutstimulation erfolgte durch
eine staatlich anerkannte Biologisch-Technische Angestellte des Instituts fiir Medizinische
Immunologie. Verwendet wurde der Human Soluble Protein Master Buffer Kit der Firma Becton
Dickinson, Heidelberg. Fiir die Analyse der einzelnen Zytokine wurden die von Becton Dickinson

empfohlenen ergdnzenden Flex Sets fiir IL-2, IL-5, IP-10, IFN-y und RANTES verwendet.
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Nachweisgrenzen fiir die jeweiligen Zytokine konnen der Tabelle Test-/Reaktionskits entnommen

werden.

2.2.6 Statistik

Zur statistischen Berechnung wurde sowohl SPSS (Version 16.0) und Origin® (SR 7) verwendet.
Fiir die erfassten Daten wurde mittels Shapiro-Wilkins-Test ermittelt, ob die erfassten Daten eine
Normalverteilung aufweisen.

Im Falle des Vorliegens einer Normalverteilung wurde fiir die Verlaufsbeobachtung innerhalb eines
Studienarmes ein gepaarter Student-t-Test von Werten zu verschiedenen Beobachtungszeitpunkten
durchgefiihrt. Fiir den Vergleich zwischen den beiden Patientengruppen wurde der ungepaarte
Student-t-Test verwendet. Bei normalverteilten Daten erfolgte die Testung mittels Origin®-
Software.

Bei fehlender Normalverteilung der Daten erfolgte die Testung mittels SPSS-Software. Fiir
Vergleiche innerhalb einer Gruppe und zu verschiedenen Beobachtungszeitpunkten wurde hierbei
der Wilcoxon-Test und fiir Vergleiche zwischen den Gruppen der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

Die hier wiedergegebenen Ergebnisse beziehen sich auf die intention-to-treat (ITT)-Population und
sind, sofern nicht anders angegeben, als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Ein p-

Wert <0.05 wurde als signifikant gewertet
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3.1 Studienpopulation

Ergebnisse

Im Zeitraum von November 2005 bis Januar 2007 wurden insgesamt 38 Patienten in die Studie

eingeschlossen. Ein Patient des Placebo-Armes wurde an V3 wegen des Auftretens einer akuten

Linksherzinsuffizienz unter der Vermutung des Vorliegens eines SAE (serious adverse event) aus

der Studie ausgeschlossen. Einem weiteren Patienten der Placebogruppe wurde ab V6 wegen der

akuten Verlegung auf eine andere Station keine Studienmedikation mehr

verabreicht

(Protokollverletzung). Ein Patient der GM-CSF Gruppe verstarb an V8. Damit verringerte sich die

Patientenzahl von 38 in der ITT-Population (intention to treat) auf 35 in der PP-Population (per

protocol) (Abbildung 3.1).

Patienten-Screening (n=135)

Auschluss (n=97):

30 keine IP, 2BNPL, 14 Tx
11 AMI, 5 Steroide

3 moribund, 2 CPR, 1 HIV
3 keine Einwilligung

Studieneinschluss und Randomisierung (n=38)

Ausschluss (n=2)
1 vermutetes SAE (V3)
1 Protokoll-Verletzung (V&)

'

\

Placebo (n=19) GM-CSF (n=18)
ITT-Population ITT-Population
A hl =1):
- usschluss (n=1)

1 verstorben (V8)

J

Placebo (n=17)

PP-Population

GM-CSF (n=18)

PP-Population

Abb. 3.1: Flussdiagramm zu Einschluss und Randomisierung der Patienten.

IP = Immunparalyse, AMI = akuter Myokardinfarkts, tx = Transplatation, CPR = Cardiopulmonale

Reanimation, ITT = intention to treat, PP = per protocol. Nach: Meisel et al 2009""
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Zwischen den Studienarmen finden sich keine weiteren signifikanten Unterschiede beziiglich Alter,
Geschlecht, Verweildauer auf ITS vor Einschluss, Aufnahmegrund oder Infektionsort. Die
Patientengruppen unterscheiden sich lediglich hinsichtlich eines signifikant hdufigeren Nachweises

Gram-negativer Erreger in der Placebo-Gruppe (p=0,042), Tabelle 3.1

Parameter Placebo GM-CSF p-Wert
n=19 n=19

Alter, Jahre * 64 (x13,6) 63,3 (x14,2) ns
Geschlecht, weiblich/mannlich 4/15 3/16 ns
gz;)tlscher Schock bei Einschluss 10/19 (53) 11/19 (58) ns
Aufenthalt auf ITS bis Einschluss (d)8,47 (£8,9) 6,0 (3,3) ns
Pathogen:

Gram-negativ 7 1 p=0,042
Gram-positiv 5 9 ns
Mischinfektion 4 9 ns
Pilze 2 1 ns
Kein Erregernachweis 1 0 ns

Tab. 3.1: Basisdaten der Patienten bei Einschluss in die Studie; * Mean =+
Standardabweichung (SD), * Median (Variationsbreite). In der GM-CSF Gruppe zeigt sich ein
signifikant niedrigeres Vorkommen von gram-negativen Keimen, p=0,042. Ansonsten konnten
keine signifikanten Unterschiede (ns) zwischen den Patienten der beiden Studienarme
nachgewiesen werden."™

3.2 Entwicklung der HLA-DR Expression auf Monozyten

Der Einschluss der Patienten in die Studie erfolgte bei einem HLA-DR von < 8000 Molekiilen/Zelle
an mindestens zwei aufeinander folgenden Tagen. Mit Beginn der Medikation ldsst sich ein
signifikanter Anstieg der HLA-DR Expression in der Verumgruppe verzeichnen (p<0,001).
(Abbildung 3.2) Dieser bleibt in der Placebo-Gruppe aus. Der Anstieg hilt fiir die gesamte Dauer
der Applikation bis einschlief8lich V9 an.
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Abb. 3.2: Entwicklung der monozytaren HLA-DR Expression, in Molekiilen/Zelle.
Referenzwert: >15000. In der GM-CSF Gruppe zeigt sich ab V2 ein signifikanter Anstieg im
Vergleich zu Studienbeginn (p<0,05). Dieser bleibt in der Placebogruppe hingegen aus. Vor
Beginn der Behandlung lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Studienarmen
nachweisen. Ab V2 findet sich ein signifikanter Unterschied (#, p<0,05) zugunsten der GM-CSF
Gruppe, der fiir die gesamte Studiendauer anhélt (m GM-CSF, ® Placebo), publiziert in: Meisel et
al. 2009.5

Bei zwei Patienten der GM-CSF-Gruppe fand sich an V5 keine Zunahme der monozytdren HLA-
DR Expression auf iiber 15.000 Molekiile/Zelle, einer der betreffenden Patienten verstarb an V8. In
der Placebo-Gruppe lagen 16 der Patienten an V5 unter diesem Wert (p=0,001). Patienten mit
ausbleibendem Anstieg der monzytiren HLA-DR Expression auf iiber 15000 Molekiile/Zelle
erfuhren eine Dosiseskalation der Studienmedikation auf 8 pg/kg KG, sodass an V9 alle
verbleibenden Patienten der GM-CSF-Gruppe ein HLA-DR von > 15000 Molekiile/Zelle
erreichten, in der Placebo-Gruppe lagen 14 Patienten weiterhin unter diesem Wert (p=0,001), wobei
bei fiinf dieser Patienten weniger als 5000 HLA-DR Molekiile pro Zelle nachgewiesen werden
konnten. Bei diesen Patienten liell sich also auch nach Abschluss der Studie weiterhin eine

Immunparalyse nachweisen.
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3.3 Blutbildveranderungen

Nach Beginn der Therapie lassen sich im Differentialblutbild der Patienten der zwei Studienarme
deutlich unterschiedliche Entwicklungen der Zellzahlen erkennen. Diese sind insbesondere fiir
neutrophile Granulozyten und auch im monozytdren Bereich sehr ausgeprdgt. Unter GM-CSF
Therapie steigt die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Mittel auf 21,4x10° Zellen/l (standard
deviation SD +8,4x10°) an V5 und auf 22,8x10° Zellen/l (SD +9,7x10%) an V9, Referenzwert 1,5-
7,7x10%1. Bei Patienten, die mit Placebo behandelt wurden, befanden sich die Zellzahlen im
Mittelwert bei 11,1x10° Zellen/l (SD +3,6x10°) an V5 und 10,5x10° Zellen/l (SD +4,7x10°) an V9.
Die Unterschiede zwischen den beiden Therapiegruppen sind an allen Behandlungstagen statistisch
hochsignifikant (p<0,001 ab V2).

Auch die Monozytenkonzentration steigt in der GM-CSF Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe
signifikant an. An V5 liegt der Mittelwert der Monozytenzahl in der GM-CSF Gruppe bei 1,4x10°
Zellen/l (SD +0,7x10°), in der Placebogruppe bei 0,7x10° Zellen/l (SD +0,3x10°), Referenzwert
0,0-0,5x10%1. An V9 lisst sich ein Anstieg auf 1,6x10° Zellen/l (SD +1,1x10°) in der Verumgruppe
verzeichnen, in der Placebogruppe liegt die Monozytenkonzentration im Mittel bei 0,7x10° Zellen/1
(SD +0,5%10%). Eine weitergehende Untersuchung beziiglich Subpopulationen und Funktion dieser
Zellreihen erfolgte im Rahmen einer weiteren Arbeit innerhalb derselben Arbeitsgruppe und ist
nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Auf eine Darstellung wird aus diesem Grund verzichtet.
Die Daten sollen lediglich verdeutlichen, dass sich sehr wohl eine zelluldre Response auf Seiten der
unspezifischen Immunantwort nachweisen ldsst. Die Voraussetzungen fiir eine nachfolgende

Aktivierung der T-Zell bedingten spezifischen Immunantwort sollte also durchaus gegeben sein.

3.4 Entwicklung der T-Lymphozyten

Im Laufe der Behandlung zeigt sich ein deutlicher Anstieg der Zahl der T-Lymphozyten fiir die
Patienten der GM-CSF Gruppe, wdhrend die Zahl in der Placebogruppe nahezu konstant bleibt
(Abbildung 3.3). Die Zahl der T-Lymphozyten liegt in der GM-CSF Gruppe ab V5 (ausgenommen
an V7) signifikant hoher als in der Placebogruppe. Die Gesamtzahl der T-Lymphozyten erreicht in
der Verumgruppe an V9 einen Mittelwert von 0,95x10° Zellen/l (SD +0,71x10°), liegt somit
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innerhalb des physiologischen Normbereiches (0,9-2,2x10%1), wihrend dieser in der Placebogruppe
0,52x10° Zellen/1 (SD +0,31x10°) betrégt.
Sofern nicht anders in den Abbildungen angegeben, liegen fiir alle Patienten Messwerte (n=19) vor

und sind dargestellt.
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Abb. 3.3: Entwicklung der Gesamtzahl der T-Lymhozyten, Mittelwerte inx10° Zellen/I. Es
lasst sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen ab V5 zugunsten der
mit GM-CSF behandelten Patienten, ausgenommen an V7 nachweisen (#, p<0,05)(m GM-CSF, =
Placebo).

3.4.1 Entwicklung von T-Zellpopulationen

Wie bereits fiir die Gesamtzahl der T-Lymphozyten findet sich auch fiir CD4+ T-Zellen eine
signifikante Zunahme der absoluten Zellzahl im Differentialblutbild bei den Patienten der
Verumgruppe (Abbildung 3.4 ). Der Mittelwert fiir CD4+ T-Lymphozyten erreicht in der GM-CSF
Gruppe einen niedrig-normalen Wert von 0,65x10° Zellen/l (SD + 0,54x10°). Ab V6 ist der Anstieg
im Vergleich zur Zellzahl an V1 signifikant. Die Zellzahl der CD4+ Lymphozyten in der
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Placebogruppe steigt im Vergleich dazu deutlich geringer, im Mittel von 0,27x10° Zellen/l
(SD+0,20x10°%) auf 0,34x10° Zellen/l (SD+0,22x10%) an und verbleibt somit auch zum Ende des
Beobachtungszeitraumes unter dem Normwertbereich (0,5-1,2x10%1). Lediglich an V7 zeigt sich
ein statistisch signifikanter Anstieg im Vergleich zu V1.

An V6, V7 und V9 findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsarmen

zugunsten der GM-CSF Gruppe .
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Abb. 3.4: Entwicklung der CD4+ T-Helferzellen, Mittelwerte inx10° Zellen/l. Es findet sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen an den Visiten V6, V7 und V9
zugunsten der mit GM-CSF behandelten Patienten (#, p<0,05)(m GM-CSF, ® Placebo).
Publiziert in: Meisel et al. 2009""

Im Bereich der CD8+ Zellen weisen die Mittelwerte in der Verumgruppe einen Anstieg von
0,17x10° Zellen/l (SD+0,17x10%) auf 0,26x10° Zellen/l (SD+0,18x10°) an V6 und auf 0,28x10°
Zellen/l (SD+0,21x10°) an V9 auf (Abbildung 3.5), Referenzbereich 0,3-0,8x10%1. Fiir die Visiten
V6 und V9 ist der Anstieg gegeniiber V1 signifikant. Die Werte in der Placebogruppe weisen keine
signifikanten Anderungen auf. An V1 liegt die Zahl der CD8+ T-Zellen in der Placebogruppe bei
0,15x10° Zellen/l (SD+0,17x10°). An V9 finden sich 0,15x10° Zellen/l (SD+0,10x10%), es findet
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sich kein signifikanter Unterschied im Laufe der Behandlung. Ab V4 findet sich ein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen, zugunsten der mit GM-CSF behandelten

Patienten.
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Abb. 3.5: Entwicklung der CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten, Mittelwerte inx10° Zellen/I.
Es findet sich ein Anstieg der CD8+ Lymphozyten in der GM-CSF-Gruppe, signifikant an V6
und V9 verglichen mit V1 (p<0,05). Demgegeniiber findet sich nahezu keine Anderung in der
Placebogruppe. Es ldsst sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen ab
Visite V4 zugunsten der mit GM-CSF behandelten Patienten nachweisen (#, p<0,05)(m GM-CSF,
® Placebo), ausgenommen an V7. Publiziert in: Meisel et al. 2009""

Die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Werte wurden vom Routinelabor des Institutes
fiir medizinische Immunologie der Charité fiir alle Visiten erfasst. Zu den Visiten V1, V5 und V9
erfolgte dariiber hinaus die weitere Differenzierung verschiedener T-Zellsubtypen mittels
Durchflusszytometrie durch die Autorin. Dies erlaubt die Untersuchung von Subpopulationen von
T-Lymphozyten, die nicht routinemélig untersucht werden. Dies ist vor allem im Hinblick auf den

Ausreifungsgrad der Lymphozyten von Interesse (Tabelle 3.2).
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Fiir naive CD4+CD45RA+ T-Zellen findet sich in der GM-CSF Gruppe ein nahezu stabiler Anteil
an der Gesamtzahl der CD4+ T Lymphozyten (Abbildung 3.6). An V1 liegt dieser bei 39,4% (SD
+12,9%), an V5 bei 40% (SD +14,1%) und zu V9 bei 39,4% (SD £13,8%), Referenzbereich 16,4-
63,2%. In der Placebogruppe findet sich ein leichter Abfall des Anteils von CD4+CD45RA+ Zellen
im Verlauf der Studie, mit Anderung des Mittelwertes von 38,6% (SD +15,6%) an V1 zu 34,0%
(SD +13,1%) an V5 und 35,9% (SD £15,6%) an V9. Es ergeben sich keine signifikanten

Anderungen im Zeitverlauf innerhalb der Studienarme oder zwischen den Patientengruppen.
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Abb. 3.6: Entwicklung der Zellzahlen der naiven T-Lymhozyten, in % von CD4+. Es finden sich

keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Studienarme oder zwischen den
Behandlungsgruppen. (m GM-CSF, © Placebo)

Insbesondere mit Hinblick auf gegenregulatorische Prozesse auf eine in der Frithphase der Sepsis
tiberschiefende Immunantwort kommt regulatorischen Zellen eine wichtige Funktion zu. Diese
wurden anhand eines Expressionsmusters von CD4+ CD62L+ CD25++ identifiziert und ihr
prozentualer Anteil von CD4+ T-Lymphozyten ausgewertet. Dieser liegt in der GM-CSF Gruppe an
V1 im Mittel bei 8,7% (SD % 4,3%), féllt an V5 auf 7,7% (SD * 4,0%) ab und steigt an V9 auf
11,1% (SD + 12,6%) an (Abbildung 3.7), Referenzbereich 4,98-9,52%. Es findet sich kein
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signifikanter Unterschied zwischen den Untersuchungszeitpunkten. In der Placebogruppe zeigt sich
eine gegenldufige Entwicklung mit kurzzeitigem Anstieg von V1 mit 9,1% (SD + 5,4%) zu V5 mit
9,5% (SD + 5,5%) und anschliefendem Abfall zu V9 mit 6,6% (SD + 3,5%). Diese Verringerung
des Anteiles der Treg an V9 ist gegeniiber V5 signifikant. Im Zwischengruppenvergleich zeigen sich

keine signifikanten Unterschiede zu den drei Untersuchungszeitpunkten.
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Abb. 3.7: Entwicklung der regulatorischen T-Zellen, in % der CD4+ T-Lymphozyten. Es findet

sich ein signifikanter Abfall in der Placebogruppe von V5 zu V9 (*, p<0,05). (m GM-CSF,
Placebo)

Auch der Anteil der RTEs (recent thymic emigrants) an CD4+ T-Lymphozyten wurde mittels
Durchflusszytometrie erfasst. Fiir die GM-CSF Gruppe zeigt sich ein stabiler Anteil, V1 im Mittel
13,5% (SD+8,6%) zu V9 im Mittel 13,5% (SD%8,5%) mit einem leichten, jedoch nicht
signifikanten Anstieg zu V5 mit einem Mittelwert von 15,2% (SD%7,5%) (Abbildung 3.8),
Referenzbereich 6,4-27,7%. Der Anteil liegt in der Placebogruppe zu allen drei
Untersuchungszeitpunkten hoher mit im Mittel 14,6% (SD+8,2%) an V1 und einem Anstieg auf
jeweils 15,7% (SD+7,5%) an V5 und 16,2% (SD+7,8%) an V9. Der Anstieg zu V9 ist im Vergleich
zu den Visiten 1 und 5 jeweils signifikant. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich der beiden Studienarme.
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Abb. 3.8: Entwicklung der RTEs, in % der CD4+ T-Lymphozyten. Es finden sich keine
signifikanten Anderungen in der mit GM-CSF behandelten Patientengruppe. Fiir mit Placebo
behandelte Patienten findet sich ein signifikanter Anstieg an V9, sowohl im Vergleich zum
Ausgangswert an V1 (*, p<0,05), als auch zu V5 (**, p<0,05) (@ GM-CSF,  Placebo).

Zur Bestimmung des Differenzierungsgrades von T-Lymphozyten wurden weitere
Oberflaichenmarker hinzugezogen. Es wurden die Frequenz der CD1la-positiven Zellen sowie
HLA-DR positiven Zellen (als Mal fiir eine friihe Aktivierung) an CD4+ und CD8+ Lymphozyten
bestimmt. In gleicher Weise wurden auch Werte fiir die chronischen Aktivierungsmarker CD28 und
CD57 ermittelt.

Lediglich fiir HLA-DR auf zytotoxischen CD8+ T-Zellen findet sich in beiden Gruppen ein
signifikanter Anstieg von V1 zu V5 und V9. Der Anstieg von V5 zu V9 ist in beiden Studienarmen
nicht signifikant. Es findet sich kein signifikanter Unterschied im Verleich der beiden Studienarme
miteinander. Die Entwicklungen der Frequenzen der fiir CD11a, CD28 und CD57 positiven Zellen,

sowohl fiir CD4+, als auch CD8+ Lymphozyten ist nicht signifikant. Es finden sich keine
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signifikanten Unterschiede im Vergleich der beiden Studienarme (Abbildung 3.9 und Abbildung
3.10, Tabelle 3.2).
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Abbildung 3.9: Entwicklung von Aktivierungsmarkern auf CD4+T-Lymphozyten (in % von
CD4+). Fiir CD11a, HLA-DR, CD28 und CD 57 finden sich keine signifikanten Unterscheide im
Studienverlauf innerhalb und zwischen den Studienarmen (m GM-CSF, ® Placebo).
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Abbildung 3.10: Entwicklung von Aktivierungsmarkern auf CD8+ T-Lymphozyten (in % von
CD8+). Fir CD11la, CD28 und CD 57 finden sich keine signifikanten Unterscheide im
Studienverlauf innerhalb und zwischen den Studienarmen. Fir HLA-DR findet sich ein
signifikanter Anstieg (*) an V5 und V9 im Vergleich zum Ausgangswert an V1 in beiden
Patientengruppen (p<0,05). Kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studienarmen, (m
GM-CSF, = Placebo). Referenzbereich: HLA-DR <30% , CD57+ <30%, CD28+ >60% der CD8+
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Mittelwert +Standardabweichung Zwischengruppen p-Wert Innergruppen p-Wert

Lymphozyten- \'%21 V5 V9 Vi V5 V9 VivsV5 V5vsV9 V1vsV9
Population Zellzahl
Naive CD4 ns ns ns
Placebo (% von CD4) 38,6+15,6 0 35,9+15,6 ns ns ns
GM-CSF (% von CD4) 39,4+12,9 0 39,4+13,8 ns ns ns
Treg ns ns ns
Placebo (% von CD4) 9,1+5,4 9,545,5 6,6+3,5 ns 0,02 ns
GM-CSF (% von CD4) 8,7+4,3 0 11,1+£12,6 ns ns ns
RTE ns ns ns
Placebo (% von CD4) 0 0 45,4+16,9 ns 0,047 0,026
GM-CSF (% von CD4) 43,7+13,8 44,8+15,8 47,1+14,8 ns ns ns
CD11a+T-Zellen ns ns ns
Placebo (% von CD4) 24,5+10,4 24,2+10,6 24,7+10,5 ns ns ns
GM-CSF (% von CD4) 25,3+17,0 24,1+13,4 26,1+11,7 ns ns ns
ns ns ns
Placebo (% von CD8) 64,5+20,1 67,9+21,5 69,4+22.9 ns ns ns
GM-CSF (% vonCDB8) 65,6+22,6 64,8+23,1 65,8+20,0 ns ns ns
HLA-DR+T-Z. ns ns ns
Placebo (% von CD4) 14,9+6,3 16,6+6,4 16,0+8,4 ns ns ns
GM-CSF (% von CD4) 17,2+12,8 17,949,9 16,949,9 ns ns ns
ns ns ns
Placebo (% von CD8) 35,6+23,6 42,8+25,2 46,7+23,7 0,003 ns 0,002
GM-CSF (% von CD8) 29,5+20,8 33,8+18,0 34,2+21,2 0,03 ns 0,007
CD28+T-Zellen ns ns ns
Placebo (% von CD4) 95,2+9,3 96,5+5,1 95,745,9 ns ns ns
GM-CSF (% von CD4) 92,3+13,4 94,2+8,6 95,1+7,8 ns ns ns
ns ns ns
Placebo (% von CD8) 63,7+23,2 64,4+24.4 60,8+25,7 ns ns ns
GM-CSF (% von CD8) 54,9+241 58,4+249 61,4+20,8 ns ns ns
CD57+T-Zellen ns ns ns
Placebo (% von CD4) 6,4+5,5 5,645,5 6,5+4,7 ns ns ns
GM-CSF (% von CD4) 9,3+11,5 8,3+8,4 7,3+8,6 ns ns ns
ns ns ns
Placebo (% von CD8) 34,7+421,2 36,5+22,8 37,4+20,5 ns ns ns
GM-CSF (% von CD8) 40,5+21,6 39,6+22,8 36,9+20,2 ns ns ns

Tabelle 3.2.: Zellzahl verschiedener Lymphozytenpopulationen /Prozentualer Anteil verschiedener Lymphozyten-Subpopulationen an CD4+ und CD8+ T-Zellen. Im
Placeboarm findet sich eine signifikante Abnahme von Treg an V9 und ein Anstieg von RTEs zu V9, fiir beide Populationen sowohl im Vergleich zum Ausgangswert an V1, als
auch im Vergleich zu V5. Im Zwischengruppen Vergleich finden sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede.AuRer fiir HLA-DR mit signifikantem
Anstieg von V1 zu V5 und V9 lassen sich keine signifikanten Anderungen in den Behandlungsgruppen nachweisen. Im Zwischengruppen Vergleich finden sich zu keinem
Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede.
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3.5 Zytokinkonzentrationen nach Stimulation ex vivo

Um Aussagen iiber die T-Lymphozytenfunktion treffen zu kénnen, wurden verschiedene Mitogene
bzw. Antigene zur Stimulation der T-Zellen in Vollblut eingesetzt. Die Stimulation erfolgte fiir 24
Stunden. Im Anschluss wurden die Konzentration verschiedener von T-Zellen produzierter Zytokine
im Uberstand gemessen und die zeitlichen Verdnderungen in beiden Patientengruppen erfasst.

Stimulationsansétze wurden jeweils fiir die Visiten V1, V5 und V9 angefertigt (Tabelle 3.3).
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Molekiile/Zelle

Zwischengruppen p-Wert

Innergruppen p-Wert

Stimulanz/ Mittelw. + SD (Anzahl Pat.)
Zytokine V1 (n) V5 (n) V9 (n) Vi1 V5 V9 V1vs V5 V5vs V9 V1vs V9
Recall IL-2  Placebo 7,8+9,8 8,7t11,4 25,1+40,8 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 4,518,4 7,4+10,4 10,7+16,7 ns ns ns
IL-5 Placebo 1,6+3,8 0,8+1,1 1,4+2.2 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 0,4+0,8 0,7+0,9 0,8+1,0 ns ns ns
IP-10 Placebo 6720+13336 6582+6322 7834+9838 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 5901+11817 4425+3817 3819+2342 ns ns ns
RANTES Placebo 5982+3804 7383+5010 7409+5103 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 7405+4161 7502+3822 8035+4268 ns ns ns
IFN-y Placebo 20,7+26,7 29,2+47,0 51,1+71,5 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 9,3+16,3 15,1+27,2 22,2+38,1 ns ns ns
PMA/Iono IL-2 Placebo 4747+3513 4179+2823 6980+4580 ns ns 0,046 ns ns 0,03
GM-CSF 3613+3323 2967+2458 4118+3657 ns ns ns
IL-5 Placebo 67,0+£90,7 119,3+176,1 158,5+250,9 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 76,6+127.9 66,3+107,0 88,5+127,3 ns ns ns
IP-10 Placebo 7466+10390 6673+5957 55879+204898 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 4472+6857 3445+3607 3410+2430 ns ns ns
RANTES Placebo 8113+3669 6926+4235 768413947 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 7627+4318 7848+3831 7557+4234 ns ns ns
IFN-y Placebo 8207+8029 728317806 10107+7575 ns ns 0,03 ns ns ns
GM-CSF 5206+4822 4176+5567 5065+5411 ns ns ns
ConA IL-2  Placebo 3,9£16,9 (1) 5,7+£14,5 (4) 30,9+67,9(6) ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 2,8+8,1 (3) 3,1+9,7 (2) 2,5+10,7 (1) ns ns ns
IL-5 Placebo 0,25+0,76 (2) 0,17+0,68 (1) 0,67+1,73 (3) ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 0,24+0,73 (2) 0,10+0,44 (1) 0,08+0,35 (1) ns ns ns
IP-10 Placebo 7699+13788 6148+7403 11609+22900 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 5466+6358 8766+22764 110370+451441 ns ns ns
RANTES Placebo 1194+1142 1665+1360 1969+1725 ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 1627+1397 1664+1332 1579+1069 ns ns ns
IFN-y Placebo 42,8+130,0 (3) 32,3+87,1 (4)  63,2+£116,0 (7) ns ns ns ns ns ns
GM-CSF 32,8+123,6 (3) 29,5+128,4 (1) 50,2+189,2 (2) ns ns ns

Tabelle 3.3: Zytokinkonzentration nach Stimulation in vitro: Es zeigen sich lediglich fiir IL-2 nach Stimulation mit PMA/Ionomycin ein signifikanter Anstieg von V1 zu
V9. Fiir die mit GM-CSF behandelten Patienten findet sich keine signifikante Anderung der Zytokinproduktion im Studienverlauf. Nach Stimulation mit PMA/Ionomycin
findet sich an V9 eine signifikant hohere IL2 und IFN-y Konzentration in der Placebogruppe. Fiir die Stimulation mit ConcanavalinA fanden sich teilweise lediglich fiir
einige wenige Patienten messbare Zytokinwerte. Fiir diese ist die Anzahl der Patienten in Klammern angegeben (n).
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3.5.1 Stimulation mit Recall-Antigengemisch

Das eingesetzte Gemisch aus bakteriellen und viralen Antigenen fiihrt zur Induktion einer T-Zell-
vermittelten Immunantwort ex vivo. Bei einer Stimulation der erworbenen Immunantwort durch die
im Rahmen der Studie applizierte Medikation lieRe sich ein Anstieg der Zytokinkonzentrationen als
MaR fiir deren Funktion vermuten. In beiden Patientengruppe finden sich keine signifikanten
Anderungen der Zytokinproduktion nach Stimulation von V1 zu V9 (Abbildung 3.11). Im
Vergleich der Patientengruppen miteinander zeigt sich im gesamten Studienverlauf kein

signifikanter Unterschied.

3.5.2 Stimulation mit PMA/Ionomycin

PMA, ein Diacylglycerol-Analog aktiviert neben anderen Signalwegen v.a. Proteinkinase C (PKC).
Durch eine durch Ionomycin geforderte Freisetzung von Ca*“Tonen wird die Aktivierung von PKC
potenziert, wodurch es iiber verschiedene intrazelluldre Signalwege zu einer Aktivierung von T-
Zellen und gesteigerter Zytokinproduktion kommt. Die Kombination von PMA und Ionomycin
fiihrt ex vivo zu einer starken Aktivierung von T-Lymphozyten und resultiert bei intakter T-Zell
Funktion in einer gesteigerten Zytokinproduktion. In der Verlaufsbeobachtung zeigen sich fiir
Patienten der GM-CSF Gruppe keine signifikanten Unterschiede zu Beginn und bei Abschluss der
Studie (Abbildung 3.12). Fiir die Placebogruppe zeigt sich lediglich fiir IL-2 eine Zunahme der
Zytokinproduktion im Studienverlauf (von V1 zu V7). Im Vergleich der beiden Studienarme zeigt
sich ein signifikanter Unterschied fiir IFN-y und IL-2, mit Nachweis hoherer Konzentrationen in der

Placebogruppe an V9.
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Abb. 3.11: Zytokinkonzentration nach Stimulation mit Recall Antigen-Gemisch, in pg/ml. Es
sind keine signifikanten Anderungen nachweisbar, im Vergleich der beiden Studienarmen ergeben
sich keine signigfikanten Unterschiede. (@ GM-CSF,  Placebo)
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Abb. 3.12: Zytokinkonzentration nach Stimulation mit PMA/Ionomycin, in pg/ml. Es findet
sich ein signifikanter Anstieg von IL-2 von V1 zu V9 in der Placebogruppe (*), p<0,05, ansonsten
ist keine signifikante Anderung innerhalb der Gruppen nachweisbar. Im Vergleich der Studienarme
ziegt sich eine signifikant hohere Konzentration von IL-2 und IFN-y in der Placebogruppe an V9
(#), p<0,05. (m GM-CSF, = Placebo)
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3.5.3 Stimulation mit Concanavalin A

Nach Stimulation mit ConcanavalinA (ConA) finden sich bei einer Vielzahl der Patienten keine
messbaren Zytokinkonzentrationen im Uberstand (Tabelle 3.3). Dies trifft insbesondere fiir die
Zytokine IL-2, IL-5 und IFN-y zu. Auf die detaillierte Analyse und graphische Darstellung wird

daher aufgrund des Mangels an Daten verzichtet.

3.6 Effekt der immunstimulatorischen Therapie auf das Outcome

Um Aussagen iiber den klinischen Effekt der Therapie mit GM-CSF zu treffen, wurde unter
anderem die Verweildauer auf der Intensivstation ab VO als MaR fiir die Erholung der Patienten
herangezogen. Die mittlere Verweildauer lag dabei in der Placebogruppe bei 53 Tagen. Fiir
Patienten, die mit GM-CSF behandelt wurden, lag diese durchschnittlich bei 38,6 Tagen. Die
Liegedauer auf Intensivstation betrug somit fiir die Patienten der Verumgruppe durchschnittlich ca.
2 Wochen weniger als fiir Studienteilnehmer der Placebogruppe. Im statistischen Vergleich ist diese
sich abzeichnende Tendenz jedoch nicht signifikant.

Dariiber hinaus wurde die Mortalitédt der Studienteilnehmer an V28 erfasst (Tabelle 3.3). Ein Patient
unter GM-CSF Therapie verstarb an V8, im Rahmen der durchgefiihrten Obduktion wurde ein
ursdchlicher Zusammenhang mit der Teilnahme an der durchgefiihrten Studie ausgeschlossen. Der
Tod wurde auf ein Fortschreiten der Grunderkrankung des Patienten zuriickgefiihrt. Sechs weitere
Patienten verstarben nach V9, nach Abschluss der Therapie mit GM-CSF oder Placebo. Es ergibt

sich kein signifikanter Unterschied der Mortalitdt zwischen den beiden Patientengruppen.

verstorben
Placebo 4/19
GM-CSF 3/19
Gesamt 7/38

Tab. 3.4: Vergleich der 28-Tage-Mortalitat der Patientengruppen. Im Placeboarm waren
21% der Patienten verstorben (alle nach V9), in der Gruppe unter GM-CSF Therapie 16% (ein
Patient an V8, zwei nach V9). Es findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Studienarmen hinsichtlich der 28 Tage Mortalitdt (p=0,69).
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3.7 Vertraglichkeit der Studienmedikation und unerwiinschte Wirkungen

Bei einer Patientin der Placebogruppe trat an V3 eine akute Insuffizienz des linken Ventrikels auf,
die medikamentds behandelt werden musste. Die Teilnahme an der Studie wurde zu diesem
Zeitpunkt abgebrochen. Ein SAE-Bericht wurde erstellt und sowohl an die zustdndige
Ethikkommission als auch an das Safety Monitoring Board gesandt. Als SAE im Rahmen der Studie
war jedes medizinische Ereignis definiert, das Dosis-unabhdngig entweder zum Tode fiihrt,
lebensbedrohlich ist, eine verldngerte stationdre Behandlung des Studienteilnehmers nétig macht
oder zu bleibenden oder signifikanten Schdden oder Behinderungen fiihrt. Nach Entblindung zeigte
sich, dass die Patientin Placebo erhalten hatte.

Ein Patient, der mit GM-CSF behandelt wurde, verstarb an V8. Die durchgefiihrte Sektion ergab ein
Fortschreiten der Grunderkrankung als Todesursache. Ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen
SAE und der Gabe der Studienmedikation wurde ausgeschlossen.

Bei den weiteren Studienteilnehmern zeigte sich eine sehr gute Vertréglichkeit der Medikation ohne

Auftreten von AE oder SAE.
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4 Diskussion

Trotz besseren Verstdndnisses des komplexen Zusammenspiels unterschiedlicher Immunzellen bei
der Bekdmpfung von Sepsis und septischem Schock liegt die Mortalitdtsrate betroffener Patienten
noch immer bei bis zu 40% (siehe Abschnitt 1.1). Neben Verbesserung der kausalen Therapie und
verbesserten stabilisierenden TherapiemalSnahmen, ist insbesondere die Untersuchung neuer
immunologischer Therapiemdglichkeiten in den vergangenen Jahr(zehnt)en immer mehr in den
Fokus gertickt.

Der in der hier prasentierten Studie gewdhlte Therapieansatz zielt dabei auf die Umkehrung der
Sepsis-induzierten = Immunparalyse, einer schwere andauernde Beeintrachtigung der
Immunkompetenz ab. Diese begiinstigt das Auftreten von Sekundédrinfektionen und trdgt damit
wesentlich zur hohen Mortalitdtsrate der Sepsis bei. In Pilotstudien zur immunstimulatorischen
Therapie fiir Sepsispatienten mit Immunparalyse konnte bereits gezeigt werden, dass diese in der
Lage sind, einzelne immunologische Parameter zu verbessern. Zum sicheren Nachweis einer
reduzierten Mortalitdt waren diese aufgrund der niedrigen Patientenzahlen nicht geeignet.*#>52
Aufbauend darauf untersucht die vorliegende Studie den Effekt einer adjuvanten Behandlung von
intensivmedizinischen Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock mit Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF). Dabei wurden insgesamt 38 Patienten
(1:1 auf Verumgruppe und Placebogruppe verteilt) im Rahmen der randomisierten doppelblinden
Immunmonitoring-basierten Studie behandelt. Wie in der Primdrhypothese postuliert, zeigt sich in
der Verumgruppe nach Beginn der Therapie ein rascher signifikanter Anstieg der monozytdren
HLA-DR Konzentration, die als Marker fiir die Beurteilung der Immunfunktion herangezogen
wurde.

Dariiber hinaus kam es zu einer Wiederherstellung der monozytdren Zytokinproduktion nach ex
vivo Stimulation. Auch fiir die Liegedauer auf Intensivstation und die Beatmungsdauer lief3 sich
eine Reduktion fiir die Verumgruppe nachweisen (publiziert in Meisel et al. 2009).”" Hierbei sei
jedoch auf die geringe Patientenzahl hingewiesen.

Die vorliegende Dissertationschrift stellt die Ergebnisse einer Substudie dar, die die Auswirkungen
der Therapie auf T-Lymphozyten untersucht. Die Sekundarhypothese postuliert eine Auswirkung
der monozytdren Verdnderungen auf das erworbene Immunsystem, welche durch Bestimmung von

T-Lymphozyten-Populationen und Zytokinmessungen nach Stimulation ex vivo erfasst wird.
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Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Gesamtzahl der T-Lymphozyten sowie der CD4+ T
Helferzellen und CD8+ zytotoxischen T-Zellen in der mit GM-CSF behandelten Patientengruppe.
Fir die ebenfalls untersuchten Subgruppen der regulatorischen T-Zellen und die untersuchten
Differenzierungsstufen der T-Zellen sowie verschiedene Oberflichenmarker fallt dieser Effekt
grofltenteils nicht signifikant aus. Auch in Bezug auf die T-Zellfunktion, gemessen an deren
Zytokinproduktion nach Stimulation ex vivo findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen und im  Studienverlauf. = Teilweise lagen die  gemessenen
Zytokinkonzentrationen auch so niedrig, dass sich keine Aussagen zum Effekt der Behandlung

treffen lassen.

Die im Rahmen der Studie durchgefiihrten Untersuchungen der monozytdren HLA-DR Expression
sowie von Zellzahlen und Zytokinen, die sich dem angeborenen Immunsystem zuordnen lassen,
sind, zusammen mit der Erhebung verschiedener Kklinischer ~Parameter wie z.B.
intensivmedizinische Scores und Beatmungsdauer, bereits veroffentlicht worden (Meisel et al.

2009)"" und werden hier daher nur kurz umrissen.

4.1 Einsatz von GM-CSF in der Behandlung von Sepsispatienten

Sowohl Patienten nach akzidentellem Trauma, grofen operativen Eingriffen, als auch mit
Verbrennungen sind einem deutlich erh6hten Risiko fiir die Entwicklung septischer Komplikationen
(Sekundérinfektionen, Organversagen) ausgesetzt.” Es findet sich auch in diesen Patienten eine
deutliche Beeintrdchtigung der zellvermittelten Immunitét. In diesem Zusammenhang konnte im
Mausmodell nach Trauma ein protektiver Effekt nach intraperitonealer Gabe von GM-CSF
nachgewiesen werden. Die Sterblichkeitsrate in unbehandelten Mausen, die eine Sepsis
entwickelten, lag in dieser Studie bei 95%. In der mit GM-CSF behandelten Gruppe sank die
Gesamtsterblichkeit auf 60%.

In der hier présentierten Studie wurde GM-CSF als immunstimulatorische Therapie bei Nachweis
einer Immunparalyse, also einer schwerwiegenden globalen Beeintrachtigung des Immunsystems in
Sepsispatienten eingesetzt. Die erwdhnte Arbeit postuliert hingegen die Moglichkeit des
prophylaktischen Einsatzes bereits vor Auftreten septischer Komplikationen nach groReren

Traumata zur Wiederherstellung der Zellvermittelten Immunitét.”*
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Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch in Intensivpatienten nach groBen Operationen.”™ Diese
wurden bei Nachweis einer Immunsuppresion postoperativ, gemessen an monozytiarer HLA-DR
Expression, mit GM-CSF oder Influenza-Impfung oder Placebo behandelt. In der GM-CSF
behandelten Gruppe kam es zu einem raschen Anstieg der monozytdren HLA-DR Expression und
einer verringerten Infektionsdauer gegeniiber beiden anderen Patientengruppen.

Auch in anderen Patientengruppen sind aussichtsreiche Studien zum Einsatz von GM-CSF, zum
Teil in Kombination mit anderen Therapeutika, durchgefiihrt wurden. Auch wenn bisher ein
Nachweis zur Reduktion der Mortalitdt nicht erbracht werden konnten, konnte beispielsweise
bereits eine raschere Erholung der mit GM-CSF behandelten Patienten von ihrer Infektion
nachgewiesen werden.”™ Auch fiir unsere Patienten zeichnet sich eine raschere Erholung der mit
GM-CSF behandelten Patienten, gemessen an einer kiirzeren Verweildauer auf der Intensivstation
und im Krankenhaus ab. Diese waren jedoch nicht signifikant, wobei auf die geringe Fallzahl zum
Ende des Beobachtungszeitraums an V28 hinzuweisen ist (7 Patienten GM-CSF-, 6 Patienten
Placebogruppe).

Fiir Sepsispatienten mit dem Vorliegen einer respiratorischen Dysfunktion™ konnte eine niedrig
dosierte Gabe von GM-CSF (3 ng/kg KG fiir 5 Tage) die Oxygenierung in der Behandlungsgruppe
signifikant verbessern. Dariiber hinaus zeigte sich eine Reduktion des Auftretens eines ARDS
(acute respiratory distress syndrome), die zugrundeliegenden Mechanismen sind dabei noch nicht
abschliefend geklart. Auch fiir unsere Patienten wurden Analysen in Bezug auf Oxygenierung und
Respirator-Verweildauer durchgefiihrt. Es zeigt sich eine signifikant kiirzere Beatmungsdauer in der
Verumgruppe.”” Fiir eine weitere Patientengruppe, mit nicht-traumatischer abdomineller Sepsis'™
konnte in der Behandlungsgruppe (GM-CSF 3 pg/kg KG fiir 4 Tage) eine Verringerung der Zeit bis
zur klinischen Erholung, der Verweildauer auf der Intensivstation, sowie der Dauer der Antibiose
sowie ein geringeres Auftreten von infektiosen Komplikationen nachgewiesen werden. Es zeigte
sich jedoch kein Einfluss auf die Mortalitdtsrate.

Und nicht zuletzt ist GM-CSF auch als unterstiitzende Therapie in Neugeborenen mit Sepsis und
Neutropenie untersucht worden. In einer 2001 veroffentlichten Studie mit 60 Patienten (1:1 auf
GM-CSF und Placeboarm verteilt) erfolgte die Behandlung mit GM-CSF an 7 konsekutiven Tagen
mit 5 pg/kg KG. In der Verumgruppe liel sich eine kiirzere Hospitalisierungsdauer sowie eine
Reduktion der Mortalitdt nachweisen. GM-CSF wurde auch in dieser Patientengruppe gut toleriert,

es wurden keine SAEs rapportiert.®®
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In einer Cochrane-Review wurde der Einsatz von koloniestimulierenden Faktoren, sowohl G-CSF,
als auch GM-CSF zur Behandlung (sieben Studien) oder Prophylaxe (drei Studien) von neonatalen
Infektionen beleuchtet. Beim prophylaktischen Einsatz der Kolonie-stimulierenden Faktoren fand
sich kein Einfluss auf die Mortalitdt. In Studien allerdings, bei denen CSF zur Behandlung von
Infektionen eingesetzt wurden, zeigte sich in der Patientengruppe mit zuvor nachgewiesener
Neutropenie eine verringerte Mortalitdt nach 2 Wochen. Allerdings ist auf die geringen Fallzahlen
der hier herangezogenen Studien hinzuweisen. Eine offizielle Therapieempfehlung zur Anwendung
bei Neugeborenen wurde daher nicht ausgesprochen. Allerdings wurden ausdriicklich groRer
angelegte Studien zur Untersuchung dieser Therapieoption angeregt. In allen inkludierten Studien

wurde die Behandlung gut toleriert.””

Die vorliegende Studie stellt nach Wissen der Autorin die erste prospektive, randomisierte Placebo-
kontrollierte, doppelblinde klinische Studie dar, die sich auf den Ansatz der Immunparalyse bei
Einschluss der Patienten konzentriert. Sowohl der Effekt auf das angeborene, als auch das
erworbene Immunsystem stellten Gegenstand der Untersuchung dar. Die Ergebnisse sind in Teilen
bereits verdffentlicht,™ die vorliegende Arbeit gibt die Ergebnisse einer Substudie zum Effekt der
GM-CSF Behandlung auf T-Lymphozyten wieder. Gerade zur Einwirkung immunstimulatorischer

Therapien auf das adaptive Immunsystem liegt bisher deutlich weniger Studienmaterial vor.

4.2 Hochregulierung von HLA-DR durch GM-CSF

Die spédte Phase der Sepsis ist hdufig durch eine Immunsuppression charakterisiert, die sich sowohl
auf Seiten des angeborenen, als auch erworbenen Immunsystems bemerkbar macht. Von der
hiesigen Arbeitsgruppe ist fiir den Zustand der globalen, persistierenden Schwiche des
Immunsystems der Begriff der ,,Immunparalyse® vorgeschlagen worden.®

Zur Identifizierung der Patienten mit Immunparalyse wurde in der durchgefiihrten Studie die HLA-
DR Expression auf Monozyten im peripheren Blut untersucht. Der Einschluss erfolgte ab einem
Wert von <8000 Molekiilen/Zelle an zwei aufeinander folgenden Tagen. Bereits ab dem ersten Tag
nach Beginn der Therapie mit GM-CSF 4 pg/kg KG fand sich in der durchgefiihrten Studie ein
deutlicher Anstieg der HLA-DR Expression auf Monozyten. Die Werte stiegen rasch auf ein weit im
Normbereich liegendes Niveau, wéhrend ein entsprechender Anstieg in der Gruppe unter Placebo

ausblieb. Lediglich bei zwei Patienten der GM-CSF Gruppe blieb ein Anstieg iiber die untere
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Normwertgrenze von 15000 Molekiile/Zelle innerhalb der ersten fiinf Behandlungstage aus. Fiir
diese beiden Patienten erfolgte eine Dosiseskalation auf GM-CSF 8pg/kg KG, nach der sich die
monozytdre HLA-DR Expression normalisierte.

Dies konnte auf einen ca. 10%igen Anteil an Patienten (2/19 Patienten) hindeuten, die bei der
gewdhlten Dosis von 4 ng/kg KG GM-CSF pro Tag als Non-Responder zu werten sind. Die beiden
Patienten zeigten einen raschen Anstieg der monozytiren HLA-DR Expression nach
Dosiseskalation. Die gewdhlte Dosis lag dabei etwas hoher als in den oben erwdhnten Studien zum

Einsatz in Sepsispatienten,?®"***")

jedoch geringfiigig unter der Empfehlung des Herstellers (6,25
pg/kg  KG/d)."' Dabei ist zu beriicksichtigen ist, dass diese fiir andere
Indikationen/Patientengruppen angegeben wurden.

In der Placebogruppe zeigte sich bei einem GrofSteil der Patienten (17/19) auch bei Abschluss der

Studie kein Anstieg iiber die untere Normwertgrenze von 15.000 Molekiilen/Zelle.

4.2.1 HLA-DR zur Uberwachung der Inmunkompetenz

HLA-DR Molekiile werden auf der Zelloberfliche von u.a. Antigen-prdsentierenden Zellen
(insbesondere auf Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen) exprimiert. Durch ihre Fahigkeit
zur Antigenprasentation und der dadurch hervorgerufenen Aktivierung von T-Zellen stellen sie ein
essenzielles Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem dar. Eine
verminderte monozytire HLA-DR Expression korreliert dabei mit einer herabgesetzten Fahigkeit
zur Antigenprasentation und verminderter Zytokinsekretion und eignet sich daher gut als Marker fiir
Monozytenfunktion.®® Eine stark reduzierte HLA-DR Expression bei Patienten mit dem
Krankheitsbild einer Sepsis ist bereits mehrfach beschrieben worden.?#**! Auch eine Assoziation
von persistierend niedriger monozytirer HLA-DR Expression mit einer signifikant erhéhten
Mortalititsrate konnte gezeigt werden.® Neben einer diagnostischen Bedeutung zur Erfassung von
fiir die immunstimulatorische Behandlung geeigneten Patienten ldsst sich der monozytdaren HLA-
DR Expression also auch ein prognostischer Wert zuschreiben. Einen, nach dem Immunstatus der
Patienten gesteuerten, Behandlungsansatz fiir immunstimulatorische Therapien bei der Sepsis lielen
die meisten vorherigen Arbeiten auf diesem Gebiet vermissen.”® In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte fiir Sepsispatienten mit nachgewiesener
Immunparalyse nach Behandlung mit 5 pg/kg KG rhGM-CSF fiir drei Tage'*' ein signifikanter

Anstieg der monozytdiren HLA-DR Expression gezeigt werden. Dariiber hinaus kam es zu einer
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Erholung der Monozytenfunktion, gemessen an einer gesteigerten TNF-a Produktion nach ex vivo
Stimulation mit LPS.

Ein Vorteil eines HLA-DR basierten Monitorings der Imnmunkompetenz besteht darin, dass von der
hiesigen Arbeitsgruppe vor einigen Jahren ein standardisiertes Verfahren zu dessen Bestimmung
entwickelt wurde,'® dass einen verldsslichen Vergleich der Ergebnisse verscheidener Zentren
zuldsst. Im Hinblick auf mdgliche zukiinftige Multizenterstudien zur weiteren Erforschung
immunmodulierender Therapien bei Sepsis konnte dies ein entscheidender Vorteil sein. Dariiber
hinaus sind alternative Verfahren in Entwicklung, die nicht auf Durchflusszytometrie basieren, und
die Zugdnglichkeit einer Analysemethode verbessern sollen. Insbesondere die HLA-DR
Bestimmung mittels quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qQRT-PCR)
konnte Untersuchungen zukiinftig nahezu rund um die Uhr und auch in kleineren Kliniken
ermoglichen. Im Gegensatz zur durchflusszytometrischen Messung, die ausschiesslich monozytére
HLA-DR Expression erfasst, wird bei diesem Verfahren jedoch auch HLA-DR auf anderen
Leukozyten-Subpopulationen (s.0.) nachgewiesen, was den Einsatz derzeit noch begrenzt, da nicht
ausreichend Erkenntnisse vorliegen, ob diese damit in gleichem Malle zum Monitoring der

Immunfunktion eingesetzt werden kann.

4.3 Entwicklung der T-Lymphozyten nach Therapie mit GM-CSF

4.3.1. Einfluss auf die Apoptoserate von T-Lymphozyten

Bisher konzentrierte sich die Forschung zu immunstimulatorischen Therapien bei Sepsis
vordergriindig auf Effekte im Bereich des angeborenen Immunsystems. Ein wesentlicher Grund
hierfiir scheint der bisher angenommene Zeitrahmen zu sein, in dem angeborenenes und erworbenes
Immunsystem eingreifen und wirken. Wahrend die klassische APC-abhdngige Aktivierung und
klonale Expansion der im Blut vorherrschenden aff T-Lymphozyten mehrere Tage benétigt, konnen
andere T-Zell-Subpopulationen, wie beispielsweise Natiirliche Killerzellen und y§ T-Zellen direkt
durch eine Vielzahl von mikrobiellen Liganden und/oder Zytokine aktiviert werden. Innerhalb von
Stunden kénnen so Zytokine, zytolytische Molekiile und Wachstumsfaktoren ausgeschiittet werden,
die zur Eindimmung einer Infektion beitragen.”® Im Mausmodell der Sepsis konnte gezeigt
werden, dass ein GroRteil des apoptotischen Zelluntergangs von Lymphoyten bereits innerhalb von
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24 Stunden nach Einsetzen der Sepsis eintritt.®® Dies legt eine friihzeitigere Beteiligung des
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adaptiven Immunsystems als bisher angenommen nahe und sollte die genauere Untersuchung von
Pathomechanismen und verschiedenen Zellpopulationen sowie deren Funktion im Verlauf nach
Stimulation rechtfertigen.

Ein wichtiger Mechanismus in Sepsispatienten ist das Auftreten von Apoptose in der Mehrzahl der
Lymphozytenpopulationen. Es konnte eine positive Korrelation zwischen der Apoptoserate
zirkulierender Lymphozyten und dem Schweregrad der Sepsis gezeigt werden.®® T-Zell Apoptose
ihrerseits beeinflusst das angeborene Immunsystem durch direkte und indirekte Wirkung auf
Makrophagen und neutrophile Granulozyten. In Abhdngigkeit vom Schweregrad der Sepsis und
Apoptoserate sind dabei verschiedene Effekte méglich.™ Bei niedriger Apoptoserate fiihrt die
Phagozytose der T-Lymphoyzten durch Makrophagen zu einem Anstieg der TNF-a und IL-12
Produktion sowie zur Hochregulierung von MHC-II Molekiilen, was zu einer weiteren Aktivierung
von neutrophilen Granulozyten, vermehrter Inflammation und Eliminierung des Erregers beitragt.
Bei sehr hoher Apoptoserate hingegen ziegt sich ein gegensatzlicher Effekt mit verminderter
Produktion proinflammatorischer Zytokine sowie Sekretion von TGF-8 und IL-10, was zu einer
Antiinflammation beitragt. Dadurch wird die Féahigkeit zur Einddimmung bakterieller Infektionen
verringert, was zu einem schlechteren Outcome fiihren kann. Immunstimulatorische Therapien mit
dem Ziel der Verhinderung von T-Lymphozyten Apoptose kénnten somit in der Lage sein, die
Immunantwort und somit das Outcome von Sepsispatienten zu verbessern. Im Tiermodell konnte
bereits eine reduzierte Mortalitdtsrate nach Einsatz von Caspaseinhibitoren zur Verhinderung von
Apoptose in Lymphozyten nachgewiesen werden. "

Die Apoptoserate variiert jedoch stark abhdngig vom T-Zell Subtyp. Regulatorische T-Zellen (Treg)
scheinen nahezu resistent zu sein. Im Mausmodell der Sepsis konnte beispeilsweise ein Ansteigen
des relativen Anteils der Tregs an CD4+Lymphozyten von 5-10% auf iiber 30 % gezeigt werden.'®
Die zugrundeliegenden Mechanismen sind hierbei noch nicht vollstdndig verstanden. Sicher scheint
eine Involvierung sowohl intrinsischer, als auch extrinsischer Signalwege zur Apoptosevermittlung,

was mehrere mogliche Angriffspunkte fiir kiinftige Behandlungen zuldsst.
4.3.2 Einfluss von GM-CSF auf verschiedene T-Zell Populationen
In der vorliegenden Studie wurde ein Therapieansatz gewdhlt, der primar auf der Stimulation von

Zellen des angeborenen Immunsystems beruht. Das eingesetzte rekombinante humane GM-CSF

fordert die Expansion und Ausreifung hdmatopoetischer Vorlduferzellen. Es regt die Teilung und
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Differenzierung entlang der Granulozyten-Makrophagen Achse des angeborenen Immunsystems an,
die neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und myeloide dendritische Zellen umfasst.
Dariiber hinaus ist GM-CSF in der Lage, ausgereifte Granulozyten und Makrophagen zu aktivieren.
49 Fine direkte Wirkung auf T-Lymphozyten findet sich jedoch aufgrund der fehlenden
Rezeptorexpression nicht. Mit verbesserter Antigenprasentation und Zytokinsekretion durch Zellen
der angeborenene Immunantwort als Voraussetzung einer T-Lymphozytenaktivierung ldsst sich
jedoch, zur wirkungsvolleren Elimination der Infektion, eine sekundédre Zunahme der Zellzahl und -
funktion auch von Lymphozyten postulieren. Es erfolgte daher, im Gegensatz zu den meisten bisher
veroffentlichten immunstimulatorischen Studien bei Sepsispatienten, auch die Untersuchung von T-
Zellpopulationen und deren Funktion.

So zeigt sich im Behandlungsverlauf ein deutlicher Anstieg der Gesamtzahl der T-Lymphozyten im
Differentialblutbild der Patienten der GM-CSF Gruppe, wéhrend deren Zahl in der Placebogruppe
nahezu konstant bleibt. Die Zahl der T-Lymphozyten liegt in der GM-CSF Gruppe zu den Visiten
V5, V6, V8 und V9 signifikant hoher als in der Placebogruppe und erreicht lediglich in der
Verumgruppe am neunten Beobachtungstag Werte innerhalb des physiologischen Bereiches. Auch
fir CD4+ T-Helferzellen konnte eine signifikante Zunahme der absoluten Zellzahl im
Differentialblutbild bei den Patienten der Verumgruppe gemessen werden. Dieser erreicht an den
letzten Untersuchungstagen niedrig physiologische Werte. In der Placebogruppe findet sich ein
deutlich geringerer Anstieg, und ihre Zahl verbleibt auch zum Ende des Beobachtungszeitraumes
unter dem Normwertbereich. Im Bereich der CD8+ zytotoxischen T-Zellen konnte ein geringerer
Anstieg fiir beide Studienarme nachgewiesen werden, im Verlauf findet sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen ab V4 (mit Ausnahme von V7), zugunsten
der mit GM-CSF behandelten Patienten.

Untersucht wurden auch regulatorische T-Zellen (Treg), denen im Rahmen einer Sepsis eine
wichtige Rolle in der Eindimmung der Immunantwort zugeordnet wird. Fiir beide
Behandlungsgruppen fand sich in unserer Studie ein leichter, nicht signifikanter Abfall des
prozentualen Anteils von Tregs an der Gesamtzahl der CD4+ Lymphozyten. Im Vergleich zur
Placebogruppe zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.

Dies steht im Gegensatz zu einer vorangegangenen Arbeit,'® die im Verlauf der Sepsis eine
Zunahme des Anteils von Treg zeigen konnte. Dies scheint auf einer gewissen Resistenz der
regulatorischen Zellpopulation gegeniiber apoptotischen Signalen zu bestehen, was zu einem

relativen Anstieg der regulatorischen T-Zellen an der Gesamtpopulation der CD4+ Zellen fiihrt. Ein
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Anstieg der regulatorischen T Zellen liess sich sowohl bei Sepsispatienten, sowie auch im
Mausmodell nachweisen. Eine gleichzeitig nachgewiesene Anergie im Bereich anderer T-Zell
Subklassen wurde auf deren gesteigerten Einfluss zuriickgefiihrt. Auch eine mégliche Induktion von
Treg durch TNF-a und IL-2 konnte im Mausmodell gezeigt werden.'®!

Zu bemerken sind dabei Unterschiede in der Identifikation von Tregs. Diese wurden anhand der
Expression von CD4+, CD25+, CD127- und forkhead box P3 (FoxP3) charakterisiert, wahrend
unsere Studie CD4+, CD25++ und CD62L+ zur Bestimmung heranzieht. CD4+CD25+ Expression
findet sich jedoch auch in aktivierten T Effektor-Zellen, und auch wenn die verwendete Gating-

Strategie in Bezug auf regulatorische T-Zellen nach wie vor iiberwiegend akzeptiert ist, scheint eine

Uberpriifung der Methodik fiir eventuelle zukiinftige Studien angebracht.

4.3.3 Einfluss auf die T-Lymphozyten Funktion

Trotz eines Anstiegs der Gesamtzahl von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten unter GM-CSF
Therapie und dariiber hinaus fehlenden Anstiegs des prozentualen Anteils von regulatorischen T-
Zellen fanden sich in der durchgefiihrten Studie niedrige lymphozytdre Zytokinwerte, die trotz
andauernder immunstimulatorischer Behandlung keinen signifikanten Anstieg erfuhren. Dies ist mit
einer persistierenden Anergie der T-Lymphozyten fiir die Dauer der Studie vereinbar. Eine
hochgradig verminderte Fahigkeit der erschopften T-Lymphozyten zur Zytokinproduktion nach in
vitro Stimulation konnte auch von anderen Arbeitsgruppen bereits gezeigt werden.®” Von
derselben Arbeitsgruppe'® wurden auch Oberflichenrezeptoren untersucht (u.a. CD69, cytotoxic T
Iymphocyte antigen-4 (CTLA-4) und PD-1), die mit einer Erschopfung der Lymphozyten vereinbar
sind. Eine Verbesserung der Immunzellfunktion von Sepsispatienten durch Blockade von PD-1 und
dessen Liganden in vitro konnte bereits gezeigt werden und stimmt mit Resultaten aus
vorhergehenden Versuchen im Mausmodell {iberein.”” FEine Blockade des Rezeptors,
moglicherweise auch ergdnzend zu anderen immunstimulatorischen Therapien kénnte in der Lage
sein, die Lymphozytenfunktion zu verbessern und somit zu einem Anstieg der Zytokinproduktion
fiihren. Erste Studien in Sepsispatienten konnten bereits eine Verbesserung der
Lymphozytenfunktion, gemessen an einer Zunahme der IFN-y-Produktion zeigen. In Patienten mit

fehlendem Anstieg der IFN-y Produktion zeigte sich ein Trend zu einer erhéhten Mortalitét."*"
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Eine Zunahme der Lymphozytenfunktion, wie sie bei einer immunstimulatorischen Therapie zu
erwarten wadre, setzt eine Aktivierung und Proliferation von Lymphozytenpopulationen voraus. Die
in der Studie verwendete Stimulation mit Recall-Antigenen, die das Eindringen pathogener Keime
in einen Organismus relativ physiologisch immitiert, setzt ebenfalls ein Zusammenspiel von
PBMCs und T-Zellen voraus. Eben diese Fdhigkeit zur Antigenprasentation und Interaktion
zwischen Zellen der angeborenen und erworbenen Immunantwort ist jedoch im Rahmen einer
Sepsis beeintrachtigt. In einer Vergleichsstudie zwischen kritisch kranken Patienten mit und ohne
Infektion”" konnte sehr gut das Fehlen co-stimulatorischer Molekiile wir CD86, CD28 und HLA-
DR in Patienten mit schweren Infektionen gezeigt werden. Insbesondere fiir naive Zelllinien spielen
diese eine entscheidende Rollen und werden zwingend fiir eine gezielte Interaktion zur
Infektabwehr benétigt. In der vorliegenden Studie wurde CD28 als co-stimulatorisches Molekiil
verfolgt. Es findet sich ein geringfiigiger, nicht signifikanter Anstieg in der GM-CSF Gruppe,
moglicherweise ein Hinweis auf einen ersten Schritt zur Normalisierung der Interaktionsfahigkeit.
Ein Grund fiir den fehlenden Anstieg der Zytokinkonzentrationen konnte daher eine fehlende
Interaktion zwischen T-Lymphozyten und APCs sein, beispielsweise aufgrund fehlender Expression
co-stimulatorischer Signale.

Eine Verbesserung der Lymphozytenproliferation sowie -Aktivierung zeigt sich besispielsweise bei
Einsatz von IL-7, das im Gegensatz zu GM-CSF direkt auf T-Lymphozyten einwirkt. In einer ersten
Studie™' in Sepsispatienten mit ausgeprégter Lymphozytopenie konnte bereits gezeigt werden, dass
IL-7 die Lymphozytenzahl dauerhaft anhebt ohne einen Zytokinsturm auszulésen oder zum
Organversagen beizutragen.

Die geringste Zytokinproduktion nach Stimulation ex vivo fand sich in der vorliegenden Studie nach
Stimulation mit Concanavalin A. Tatsdchlich lag diese bei so geringen Werten, dass sich viele der
untersuchten Zytokine bei einer Mehrzahl der Patienten iiberhaupt nicht nachweisen liefen. Auch
Concanavalin A benétigt fiir eine optimale Funktion eine intakte Monozytenfunktion und ist
abhdngig von einer Kreuzvernetzung von Oberflichenmolekiilen auf T-Zellen und Antigen-
prasentierenden Zellen (wie z.B. CD2). Ein fehlender Anstieg der Zytokinproduktion nach
Stimulation mit ConA lésst sich moglicherweise durch ein Fehlen dieser Vernetzung erkldren. Eine
Untersuchung von beispielsweise CD2 in Folgestudien kénnte diesen Umstand ndher beleuchten.
Eine optimale Wirkung von ConA in vitro scheint zudem vom stochastischen Verhéltnis zwischen
Monozyten und Lymphozyten beeinflusst zu sein. Die optimale Stimulation der

Zytokinsyntheserate in Lymphozyten ex vivo konnte bei einem Verhiltnis von 10 Monozyten: 1
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Lymphozyten nachgewiesen werden.® Unterschiede in der Préparation der Zellen hitten somit
einen entscheidenden Effekt auf die Messung der Zytokinkonzentration. Einheitliche Protokolle vor
Durchfiihrung weiterer Studien, insbesondere grole Multizenterstudien sind daher zwingend

erforderlich.

Insbesondere in Bezug auf den mangelnden Nachweis eines Anstiegs der Zytokinproduktion nach
in vitro Stimulation im Studienverlauf muss eventuell auch der gewdhlte Zeitrahmen sowohl fiir die
Einleitung einer Therapie, als auch hinsichtlich der Nachbeobachtung der Patienten kritisch
betrachtet werden. Die vorliegende Studie stiitzt sich auf das zum Zeitpunkt des Einschlusses der
Patienten akzeptierte Modell einer verzogerten antiinflammatorischen Immunantwort im Rahmen
einer Sepsis (SIRS/CARS Modell). Im Rahmen anderer Arbeiten konnte ein starkes Zytokin-
Ungleichgewicht, mit einem Nebeneinander von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen bereits
zu Beginn einer Sepsis nachgewiesen werden.”>” Ein Zustand der persistierenden Inflammation
neben einer gleichzeitig existierenden Immunsuppression, kurz PICS (persistent inflammation,
immunosuppression, and catabolism syndrome) stellt das zur Durchfiihrung der klinischen Studie
geltende Zeitfenster fiir den Einsatz von immunstimulatorischen Therapieansdtzen bei

Sepispatienten in Frage (Abbildung 4.1).
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Abb. 4.1: Vom SIRS/CARS Modell zum PICS Modell der inflammatorischen Immunantwort im
Rahmen einer Sepsis. Aus Mathias et al.”””

Das Vorhandensein immmunsuppressiver Prozesse bereits am Anfang einer Sepsis rechtfertigt somit
moglicherweise den Einsatz von GM-CSF zu einem viel fritheren als dem in der vorliegenden
Studie gewdhlten Zeitpunkt. Die Wirkungsweise von GM-CSF ist komplex und GM-CSF hat neben
immunstimulatorischen auch antiinflammatorische Eigenschaften. Im Tiermodell erfolgten
Versuche zum prophylaktischen Einsatz, bei Nachweis einer Immunsuppression, aber vor Auftreten
einer Sepsis, teils mit vielversprechenden Resultaten.”™ So sank die Mortalitit in der mit GM-CSF
behandelten Gruppe signifikant im Vergleich zur Placebogruppe. Inflammatorische Prozesse in
Patienten mit Sepsis und SIRS finden sich iiberwiegend lokal im infizierten Gewebe, wahrend sich
im Blut gleichzeitig antiinflammatorische Prozesse mit Nachweis entsprechender Zellinien und
Zytokine finden. Die Rekrutierung von Immunzellen an den Ort der Infektion fiihrt zu einer

Eliminierung diser Zellen aus der Blutzirkulation. Hierin kénnte eine wichtige Ursache fiir die

74



Diskussion

reduzierte Fahigkeit zur Zytokinproduktion bei Untersuchung von Zellen aus dem Vollblut liegen,
wie sie auch in der vorliegenden Studie gefunden wurde. Bei Untersuchung von Zellen aus dem
infizierten Gewebe lief sich wie zu erwarten eine vermehrte Zytokinproduktion nachweisen,
wiéhrend diese bei Untersuchung von Proben aus dem Vollblut, und teilweise sogar aus dem
unmittelbaren Nachbargewebe (z.B. Lunge mit Pneumonie vs gesunde Lunge der Gegenseite)
ausblieb oder verringert war."”"

Diese und andere Arbeitsgruppen untersuchten auch die Zytokinproduktion in Abhédngigkeit von der
verwendeten Stimulation ex vivo, wobei bedeutende Unterschiede in der resultierenden
Zytokinproduktion nachgewiesen wurden.”*”' Dies ldsst vermuten, dass nicht alle Signalwege in
gleichem Malle in Sepsispatienten beeintrdchtigt werden. Eine Optimalisierung und

Standardisierung der verwendeten Untersuchungsmethoden scheint angebracht.

5 Konklusion und Ausblick

Die durchgefiihrte Studie zeigt die Effekte einer immunstimulatorischen Therapie auf T-
Lymphozyten unter Monitoring von HLA-DR als Marker des Immunstatus von Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock. Nach Gabe von GM-CSF kommt es zu einer raschen und
persistierenden Normalisierung der monozytiren HLA-DR Expression. Es kommt zu einem Anstieg
mit Normalisierung der Gesamtzahl der T-Lymphozyten sowie der CD4+ T Helferzellen und CD8+
zytotoxischen T-Zellen. Es findet sich ein gleichbleibender Anteil von regulatorischen T-Zellen und
RTEs. Die Analyse der Funktion der untersuchten T-Zellinien zeigt jedoch eine persisitierende
Anergie, gemessen durch Zytokinbestimmung nach Stimualtion ex vivo.

Fiir das in dieser Studie therapeutisch eingesetzte GM-CSF konnte zwar bisher keine verminderte
Mortalitdt nachgewiesen werden, einzelne Studien zeigen jedoch eine bessere Erholung von
Infektionen. Eine bei ladngerfristiger Betrachtung groferer Patientenzahlen reduzierte Mortalitdt
aufgrund besserer Erholung von Infektionen erscheint zumindest plausibel und sollte weiter
untersucht werden. Die Behandlung wurde in allen bisher durchgefiihrten Studien, unter anderem

auch von Neugeborenen, gut toleriert,?4243:4551:52:5457.73]

Trotz des bisher fehlenden eindeutigen Nachweises sinkender Mortalitdt wirkt das Interesse an

immunmodulatorischen Therapien bei Sepsispatienten ungebrochen. Einigkeit besteht dariiber, dass

weitere Untersuchungen im Rahmen einer Multizenterstudie indiziert sind. Dabei sollte besonders
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der Identifizierung der Patienten, die von einer immunmodulatorischen Therapie profitieren, eine
zentrale Rolle zukommen. Ein Monitoring des Immunstatus und die Identifizierung von Patienten
mit besonders hohem Risiko fiir die Entwicklung einer Sepsis und hoher Mortalitdtrate stellen eine
Voraussetzung fiir die Wahl des richtigen Behandlungsansatzes (pro- versus antiinflammatorisch,
Kombination versus Monotherapie) und - zeitpunktes (vor Auftreten von septischen
Komplikationen z.B. nach groRen operativen Eingriffen, bei Nachweis einer Sepsis) dar. Um
Ergebnisse im Rahmen einer Multizenterstudie vergleichen zu konnen, ist die Verwendung
standardisierter Untersuchungsverfahren unabdingbar. Um dem komplexen Zusammenspiel von
Immunzellen im Rahmen einer Sepsis Rechnung zu tragen, sollte die Untersuchung verschiedener
Immunzellen und Subklassen sowie Rezeptoren und Zytokinen erfolgen. Ein GrofSteil der
bisheringen klinischen Studien hat lediglich Gewicht auf die Zellen des angeborenen
Immunsystems gelegt. Entgegen der Mehrzahl bisheriger Studien legt die vorliegende Arbeit den
Fokus auch auf die Zellen der erworbenen Immunantwort, die bereits in fritheren Stadien als bisher
angenommen eine wichtige Rolle spielen. Auch ein prognostischer Nutzen der Untersuchung von T-
Zellpopulationen konnte bereits gezeigt werden. Anhand eines Panels von fiinf
immunophédnotypischen Variablen von T-Lymphozyten (CD3+CD4+/CD3+CD8+,
CD45RA+/CD45R0O+, CD62L+/CD28+) liellen sich bessere Vorhersagen beziiglich des Outcomes
von Patienten mit septischem Schock treffen. Die Autoren geben dabei eine Sensitivitdt von 60-70%
und Spezifitit von 100% an.”® In den letzten Jahren sind mehrere Subklassen von T-Zellen
identifiziert worden, die eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem darstellen und fiir die in einzelnen Fillen ein prognostischer Wert
nachgewiesen werden konnte.””’® Die aus grofen Multizenterstudien resultierenden Erkenntnisse
zu Pathomechanismen koénnten weiter dazu beitragen, Patienten mit besonderen Risikofaktoren fiir
schwere Verldufe einer Sepsis zu identifizieren. Idealerweise sollten diese Studien auch der
Kompartimentalisierung der Immunantwort Rechnung tragen. Eine routinemafige Untersuchung
anderer Materialien als Vollblut beispielsweise durch bronchoalveoldre Lavage oder Punktion
erscheint jedoch aufgrund des erhohten Infektionsrisikos durch invasivere Verfahren schwierig
durchfiihrbar. Hier konnte eine Verbesserung im Bereich der Tiermodelle der Sepsis eine wichtige

Rolle spielen.”
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