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Zusammenfassung

Die schwere Sepsis und der septische Sclktalken, totz groRerRessourcenegatzes, immer
noch eineder Haupttodesursachen den Industrienationen dar. Die modellhaft als biphasisches
Geschehen betrachtete Immunantwort in der Sepsis, imponiert als frihe hypenimtiaisch
dominierte Phase, der sich einbypoinflammatorisch dominierteReaktion anschliel3tvon
zentraler Bedeutung istine immunpathologisch als globale Dysfunktion des zellularen
| mmunsystems definierte Si t ueshbhieo Dispogitn fiimu n p @
sekundar infektiose Komplikationeand einer Verschlechterung des klinischen Outcomes
korreliert. In diesemKontext ergibt sich dievollig neueRationale zuDurchflihrung klinischer
Studienmit immunstimulatorischem Ansatz und dem Zagher Rekonstitution der defizienten
Immunfunktion des sepschen PatientenErstmals wird hier in eineBiomarkerbasierten,
prospektiven, randuisierten, doppelblind Placebmntrollierten klinischen Phadé-Studie
gezeigt, dass mittels immunstimulatorischer Therapie @Granulozyten MonozyteKolonie
stimulieendem FaktofGM-CSH in Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Sdhock
Zustand der Immunparalyseine sichere und effektiv®Viederherstellung der monozytaren
Immunkompetenzerreicht wird. Das spiegelt sich in einer Normalisierung der initial
suppimierten HLA-DR-Expression sowie des  Anstiegs proinflammatorischer
Zytokinplasmaspiegel nackx vivo LPS Stimulation wider Weiterhin wurden nonozytére
Subpopulationen (CDI€D16 und CD14CD16") und dendritische Zelle{DC und PDC) als
Reprasentanten dantigenprasentierenden Zellen (AP@yrchflusszytometrisch und mitteds
vivo-Stimulationsassays untersuchind durch das Expressionsmuster-stinulatori€her
Oberflachenmolekile (CD40, CD80 und 8&) phanotypisch und funktiorlelinter GMCSF
Therapie charakterisiert. Wahrend sotéibeieine signifikante Aktivierung mmozytarer Zellen
ergah war der aktivierendeéEinfluss auf dendritische Zellereher gering. Im Hinblick auf
klinische Parameter zeigte si¢htrotz begrenzter TesiStke (n=38)einer proof of @ncept
Studig ein positiver Effekt im Sinne eindReduzierung debauer der kinstlichen Beatmung
wie auch deiintensivmedizinischen Betreuungid der Gesamthospitalisierundje 28 Tage
Mortalitat wurde aufgrund der geringen-zahl erwartungsgenis nicht statistisch signifikant
gesenkt. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse scheint die Durchfihrungkeimelierten
Phase IIBMulticenterStudie mit klinischen Endpunkten wie Mortalitdt zur Wirksamkeit einer

immunstimulatorischen Therapie bei schwerer Sepsis und Immunparalyse gerechtfertigt.

Schlusselworter:Sepsisg Immunparalysé Immunstimulatorische TherapieHLA-DR'i
GM-CSFi Monozyteni APCi Co-stimulatorische Molekile



Abstract

Despite substantiallinical, investigational and financiafferts, severe sepsis and septic shock
remain a major cause of death in the western world. The biphasic modell of the immune response
in sepsis comprises an early predominantly hypenflammatory plase anda subsequent
predominantly hypimflammatbry reaction. The global dysfunction of cellular immunity
(Ai mmunopar al ys ipahdphysidlogicalimdortance ascit arrelates withn a
increased risk of secondary infectious @ications and worsening daflinical outcome. This
sets the stge for clinical studies with @aovel immunostimulatory approach aiming at the
reconstitution of the deficient immunfunction in septic patients.

The present studyshows for the first time in a biomarkbased, prospective, randomized,
doubleblind, placebecontrolled clinical phasé# trial that the immunostimulatory therapy with
granulocyte macrophagmlony stimulating factofGM-CSF) leads to a safe and effective
reconstitution of monocyte function in patients with severe sepsis or septic shock and sepsis
associated immunosuppressidn this respect, a normalizatiomas observedf the initially
suppressed expression of HIPR as well aghe increase of proinflammatory cytokine plasma
levels afterex vivostimulation with LPSAdditionally, monocytesubpopulations (CDI€D16

and CD14CD16") and dendritic cellsMDC and PDC) as representatives of antiggresenting
cells (APQ were assessed by flow cytometry (FACS) amd vivestimulation assays thus
allowing a phenotypicalcharacterization by expression of costimulatory molecules (CD40,
CD80 and CD86as well as an estimation of théimctionalstatus under therapy with GRISF.
While observinga lesserinfluence on dendritic cella significant activation of monocytes was
shown

Despite a limited test power (n=38®f a proof of concept studwith regard to clinical
parametersa shortertime of mechanical ventilatioand a shorter length of bothtensive care
unit and intrahospital stayere observed indicating a beneficial effect of @8F As could be
expecteddue to the low case numbemp statistically significant reduction in the -Bay
mortality was shown. Badeon the current results eontrolled phase Iltmulticenter trial
poweral to detectmprovemers of clinical parameters and mortality as primary endpoints seems

justified.

Key words: sepsis immuroparalysis immurostimulatol therapyi HLA-DR'T

GM-CSFi monocyted APCi co-stimulatory molecules
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1 Einleitung

1 Einleitung

Trotz grof3er Fortschritte im pathophysiologischen Verstandnis und der intensivmedizinischen
Behandlung stellt die Sepsis immer noch eine Haupttodesursache in den Industrienationen dar.
In Nordamerika betragt die jahrliche Inzidenz der schweren Seps¥®@d.00.000 Einwohner

und liegt damit hoher als die von Daroder Brustkrebs. Aufgrund der quantitativen Zunahme
operativer Eingriffe auch bei Risikopatientsteigender Invasivitat in der Intg&mmedizin sowie
demographischer Veranderungen im Sinne reiakkernden Gesellschaft ist dieSeps&m
zunehmend haufigerézhanomenm klinischen Alltag™ ® Die Mortalitét ist in den USA der des
akuten Myokardinfarkts vergleichbar (ca. 200.000 pro Jahr).

Bei fur Deutschland geltenden vergleichbaren epidemiologischen Daten ist die
intensivmedizinische Behandlung septischer Krankheitsbilder ein wesentlicher Kostenfaktor im
Gesundheitswesen. Zudem entstehen der Gesellschaft hohe indirekte Kosten durch Arbeits
ausfall bei langer Krankenhawesweildaue.> Angesichts der betrachtlichen klinischen und
gesundheitskonomischen Relevanz sind laut der Deutschen S&gsislischaft e.V. septische

Krankheitsbilder in medizinischen Fachgesellschaften unterrepraséntie

Die 1992 von einer Konsens®nfererz festgelegte Definition der Sepsis und ihrer
Schweregrade wurde 2001 von einer erneut einberufenen Expertenkission bestatigf
Sepsis ist ein systemisches Entziindungssyndrom ($IR$stemic inflammatoyr response
syndrome) als Folge en Infektion in Abwesenheit anderer potentieller Ursachendiér
Symptome des SIRSIRS wird dabei wie folgt definiert:
1. SIRS (systemic inflammatory response syndrgnmipdestens zwei der folgenden
vier typischen Symptome (@glichst fur >24h):
- Hyperthermie >38°C oder Hypothermie <36°C
- Tachykardie mit Herzfrequenz >90 Schlage/Minute
- Tachypnoe miAtemfrequenz >20/Minute oder arterieller GPartialdruck
[Pa(CQ)]<32 mmHg
- Leukozytose 22 Gpt/l oder Leukopenie <&pt/l oder >10% unreife
Vorl2 uf erzell en (ALinksverschiebungd i m
Von einerschwera Sepsisspricht man bei Auftreten von Zeichen einer Sepssoziierten
Organdysfunktion. Die schwerste Form der Sepsisselatische Schoclst charakterisiert durch
eine herapierefraktdre Hypotonie trotz adaquater Flussigkeitssubstitution.

Diese Formen der Sepsiginnenim Verlauf der Erkrankungineinander UbergeherDas
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1 Einleitung

Eintreten eines AMul tipl e Or gan Dysfunction Sy
Funktionseinschrankungen mehrerer &rgysteme (zB. Lunge, Nieren, Leber) bis hin zum
Multiorganversagen (MOVis trotz maximaler intensivmedizinischer Betreuung immer moith

einer Letalitat vorca. 5060% verbunden wobei vor allem Vorerkrankungen und zunehmendes
Lebensalter prognostisemgiinstig sind*°

1.1 Immunantwort

1.1.1 Angeborene und adaptive Immunantwort

Die normale Reaktion des Korpers auf eine Infektion ist die Induktion einer schitzenden
Entzindungsreaktion, deren Ziel digekdmpfung und Eirdinmung des eingedrungenen
Pahogens sowie die Initiierung von Wundheilungshd Regenerationsprozessen am Ort des

infektiosen Geschehens ist.

Erste Abwehr durch Mastzellen, GewebsViakrophagen und KomplementSystem

Praagonisten delokalen Entziindung sindellen des angeborenen Immunsystems, Mastzellen

und Gewebdviakrophagen sowie das Komplem&ystem.

Die Aktivierung des Komplemesystems erfolgt Gibeden klassischen Weg durch lgGnd

IgM enthaltende Immunkomplexe, Gber den so genannten Bt durtr MannoseReste auf
Bakterien und Uber den alternativen Weg durch Lipopolysaccharid (LPS) -&gativer
Bakterien. Die drei Wege konvergieretum einenin der Bildung von Anaphylatoxinen
(Faktoren C3a und Cb5a) mit lokaler chemotaktischer und vasoditedereNirkung sowie
andererseitsin der Formierunpe s Amembr ane attack compl ex,
beides fiihrt physiologischerweise zu einer lekaBegrenzing der Entziindunsaktion**

Die vor allem in Haut und Mucos#okalisierten Mastzellenbilden einen Schutz gegen

i nvadi erende Erreger. Il hr e Aktivierung er f
Rezeptor enfi -E-ReReRtpren.uPRB sird cevolutionar alte Molekile, die hoch
konservierte chemische Strukturen vorikMorganismenerkennen s o genannte A
Associated Mol ecul ar PatternsfAi (PAMP)LPS. Zur
PAMPs finden sich nicht auf Zellen von Saugetieren und dienen so der Unterscheidung von
ASel bst i -Sienldb sA MiiktivieMiagc der PRR durch die erwéhnten Strukturen
respektive Quervernetzung der -EdRezeptoren durch IgE kommt es Uber intrazellulare
Signalkaskaden zur Ausschittung von Histamin, Proteasen und -NekovseFaktor (TNF}

U2%1'n den vergangenen Jah rHgpothesi esfit  ddieerT h¥Beenigmesit

gegenibergestellt worden, die als grundlegend fir die Initiierung einer Immunreaktion die
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1 Einleitung

Alarmierung des Systems durch endogene Ge¥dddiatoren wie mammale DNA/RNA
Molekiile oder Heat Shock Proteine (HSP) artsigh

Makrophagensind residente Monozyten, die aus dem Blutstrom in die unterschiedlichen
Gewebe eingewandert sind und dort als Zellen der lokalen Abwehr fungieren. Sie finden sich in
grof3er Zahl im Bindegewebe, im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge, der Leber und zesislil
dienen der ZelHomobostase durch Phagozytose alter und apoptotischer Zellen. Unter
immunologischem Gesichtspunkt besteht ihre Aufgabeinnerhalb der Gewebe in erster Linie in
der Phagozytose von Mikroorganismién.Die Erkennung der Erregererfolgt (iber
Oberflachenrezeptoren der PRHasse; z.B. Uber Tollike-Rezeptoren (TLR) wie den fur die
Erkennungvon LPSverantwortlichen TLR4.*21°

Neben der Phagozytose kommt es zigigetzung pranflammatorischer Zytokine wie TNB ,
Interleukin (IL}1 b , -6 und. Chemokine wie H8 durch die Makrophagen. Diese und weitere
Entziindungsmediatoren (z.B. Prostaglandine, Stickstoffmonoxid NO, Sauerstoffradikale) fihren
im Zusammenspiel mitdem von Mastzellen freigesetzten Histamin zu einer lokalen
Vasodilatation, erhohten Gefa3permeabilitat und Aktivierung der Gerinnungskaskade. Unter den
pro-inflammatorischen  Zytokinen ist vor allem TNF ei n st a rAkteator. Esn d ot h
kommt durch erbhte endotheliale Expression von AdhéasionsmoleRfilespwie Entstehung
eines chemotaktischen Gradienten-8)Lzur Diapedese von Leukozyten (zuerst Granulozyten,
spater auch Monozyten und rophozyten) in das Entzindungsgebiet. Neben einer
Akkumulation findet gleichzeitig eine Aktivierung der rekrutierten Zellen Staft'®

Klinisch kommt es zu den bereits in der Antike von Celsusd Galen beschriebenen
Kardinalzeichen der Entziindurigubor, Calor, Tumor, Dolor und Functio laesa?

Durch diese Mechanismen der angeborenenafe Immunitat gelingt eine lokale Begrenzung

des Erregers. Gleichzeitig wird der internalisierte Erreger von Phagozyten (vor allem
Dendritischen Zellen, DC) uber die Lymphwege in die lokalen Lymphknoten transpasiber

eine adaptive Immunantwort initiiert wird.

Antigen-prasentierende Zellen (APC)

Zellen, die in der Lage sind, durch Antigenprasentation die adaptive Immunantwort zu ak
tivieren, nennt man Antigeprasentierende Zellen (APC). Zur Gruppe der APC gehBtakro
phagen, Monozyten, DC und-B/mphozyten. Wichtiges Charakteristikum der APC ist neben
der bei kernhaltigen Korperzellen konstitutiven Expression von Hauptgewebekomypatibili
tatskomplexenngajor histocompatibility compleHC) der Klasse | ihre glaihzeitige Expres

sion von MHG I-Molekiilen. Sie sind folglich fahig, CD8und CD4-T-Zellen zu aktivierer?
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1 Einleitung

Tabellel: Ausgewahlte Subpopulationen von Monozyten und dendritischen Zellen Rd@timann2009*°

Zell-Population Oberflachenmarker Eigenschaften
KlassischeMonozyten CD14CD16 Mehrzahl der zirkulierende
Monozyten
Pro-inflammatorische CD14CD16’ Hohe Produktion pro
Monozyten inflammatorischer  Zytokine

erhdhte Zahin Sepsis

PDC LineagéCD123HLA-DR" Ho h e -Prédbktion nacr
Virus-Stimulation
MDC LineagéCD33'HLA-DR* Hocheffektive Antigen

Prasentation und Produktic
pro-inflammatorischer
Zytokine

Neben ihren Hauptaufgaben, der Phagozytose und dem Abraumen toter Zellen, kbnnen aktivierte
Makrophagerdie bei endosomaler Lyse entstehenBeptidfragmentéiber MHC der Klasse I

(wie z.B. HLA-DR) den CD4-T-Lymphozyten prasentieren. Auf diesem Wege werden naive
Zellen (vorwiegend antigenspezifische.ymphozyten) aktiviert.

Innerhalb des Blutes findet sich neben der klassischen Population der Uber éiexpodssion

von CD14definierten Monozytereine 1989 erstmals von Passlick et al. beschriebene Sub
Population CD14CD16-Monozyten, die unter normalen Bedingungen nur ca. 10% des
gesamten Pools ausmachen, siehe Tabéflé®1m Vergleich imponiert diese Untereinheit,fau

Grund signifikant hoherer Expression von HDR, durch verbesserte Antigé&trasentation und
produziert nach TLFStimulation durch mikrobielle PAMPs deutlich grof3ere Mengen pro
inflammatorischer Zytokin€'> Es konnte gezeigt wer den, d
i nfl ammat or CB16Menozyten in Bed Iepsis zahlenmaRig zuninftht.

Die effekivsten APCsind DC, die mit der Aufnahme und Prasentation antigenen Materials eine
Schlisselposition in der Verbindung von angeborenem Immunsystem und adaptiver Immunitét
einnehmen. Nach Phagozytose von Antigenen am Infektionsort wandern naive DQkab#g |
Lymphorgane, wo sie -Eellen hocheffektiv aktivieren. Als Teil des angeborenen

I mmunsystems werden DC sel bst -Sgmle)der Pahogersec h e r
via PRR aktivier{z.B. durch Proteoglykane via Tdlike-Rezeptor (TLR)2 oder dirch LPS via
TLR-4)?°
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Innerhalb des D&/orlauferzeltPools des peripheren Bl unterscheidet man zwei
phanotypisch und funktionell unterschiedliche Zellpopulationen: myelokd®®C) und
plasmazytoide RDC) dendritische ZelleA? WahrendMDC eine Aktivierung durch LPS uber
TLR-4 erfahren und (iber ein pioflammatorisches ZytokiRepertoire (TNFU, -1 lurd IL-
12) sowie die Mdoglichkeit hoch effizienter Antigéhtasentation verfligen, erfolgt die
Aktivierung derPDCdurch DNAFragmente Uber dentrazellularen TLRO und mindet ider

Sekretionvon IFNJ i m S i verstarktessintivieatlen Abwehr>2

Die Aktivierung bzw. Reifung der APC geht mit einer Anderung von Phanotyp und Funktion
einher. Co-stimulatorische Molekile wie CD80/CD86 oder CD40 werden heraufreguliert, und
sind gemeinsam mit dem auf MHC prasentierten Antigen unabdingbar zur Aktivierung der T
Zellen via Interaktion mit CD28 oder CD40gand (CD406L) und konsekutiven Initiierung
einer adaptiven Immunantwdmt. Ebenso werden bei Aktivierung MHElolekiile vermehrt
exprimiert. Im Falle einer alleinigen Antigdtrasentation tiber MHC (ohne gleichzeitige- Co

Stimulation) wird bei deAntigen-spezifischerT-Zelle eine Anergie induziett

T-Lymphozyten

Nach erfolgreicher Aktivierung exprimieren -Zellen eine Vielzahl spezifischer
Oberflachenmolekuilen, die fur klonale Vermehrung und Differenzierung sorgen. Ein solches
Molekdl ist der CD4€Ligand, der an das auf APC exprimierte Oberflachenmolekil CD40
bindet. Diese Bindung fuhrt einerseits zur Aktivierung defelle und provoziert andererseits
aucheine weitere Heraufregulierung-stimulatorischer Molekulauf APC, was wiederum zu
einer starkren TFZell-Aktivierung fihrt Wichtigstes Produkt der -Zell-Aktivierung und
Mediator der klonalen Expansion ist die Synthese und Sekretion varsdlwie die Expression
des hochaffinen H2-Rezeptors. Es kommt so zur autokrinen Stimulation und Vermgltes
initial aktivierten FZell-Klons*?

Die von den APC durch zwei simultane Signale aktiviertefiellen lassen sich in CD4-
Helfer- und CD8-T-Effektorzellen unterteilen.

Naive CD8-T-Zellen differenzieren sich nach Aktivierung zu CB&totoxischen Killerzellen.
Diese sind in de Abwehr intrazellularer Pathogene, z.B. Viren und Pilze, sowie in der
Tumorabwehr durch Lyse der Zielzelle von Bedeutting.

Klassischerweise unterscheidet man nach Aktivierung von “JBZellen zwei
Differenzierungslinien, die sogenannt&hl- und Th2-Zellen Beide Linien verfliigen Utbegin

unterschiedliches ZytokiRepertoire und unterscheiden sich grundlegend in ihrer Funktion
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Zwar Uben auch ThZellen einen gewissen Einfluss auf das humoralgniphozytare System

aus (KlasserSwitch von IgG2 und IgG3); dennoch steht aber Gberwiggend zellularen
Antwort mit Makrophagetktivierung (ThXAntwort) die Induktion einer humoralen
Immunantwort mit vorwiegender -Bell-Aktivierung (Th2Antwort) gegenuber. Das zum
Zeitpunkt der Aktivierung nach Art des eingedrungenen Erregers differenterrsmtmende
Zytokin-Milieu sowie die Menge des prasentierten Antigens sind maligeblich fur die
Polarisierung der CD4Zelle.?® So regen intrazellulare Bakterien und Viren vor allem Antigen
prasentierende Zellen, insbesondere DC zur Produktion vo IFNu n-1P ar; diese ihrerseits
sorgen dafur, dass sich proliferierenddllen zu Th1Zellen entwickeln. Th®ZZellen wiederum
produzieren bevorzugt IFN, so dass eine Amplifizierung des eingeschlagenen Weges erfolgt.
Aus funktioneller Hinsicht fuhrt IFM zZu einer Aktivierung del
intrazellul 2ren Akillingsh phagozytiemter
neutrophilen Granulozyten. Durch in den Thdllen simultan erfolgende Produktion von THIF

und Granulocyten MonozyteKolonie Stimulierender FaktofGM-CSF) ergibt sich ein
aktivierender Effekt auf die Expression von MH#Qund MHQ' 11-Molekilen und, dich erhéhte
AntigenPrasentation und TNB-Produktion, eine Verstarkung der grdlammatorischen
Potenz des MonozyteMakrophagerSystems.

Andere Mikroorganismen (wie extrazellulare Bakterien oder Parasiten) regérzblien zur
Produktion vonlFN-2 JL-4 und IL-10 an. Durch diesen Stimulus proliferieren vor allem -Th2
Zellen, die in groRen Mengen -4, IL-5 und IL-10 produzieren. 4 und IL-5 sind wichtige
Zytokine zur Aktivierung, Proliferation und Differenzierung vonZBllen im Rahmen der
Generierungeiner durch Antikorper vermittelten humoralen Immunantwort.

Zusatzlich zur Verstarkung der eigenen Subpopulation ergibt sich jeweils durch die sezernierten
Zytokine eine starke Hemmung der anderen Untergruppe, so hemnd IFd uf f i-zi ent
Zellen, IL-10 hingegen Zellen des THWeges; das System reguliert sich wechselw&ise?®

Kontrolle der Entziindungsantwort

Wie die meisten biologischen Systeme unterliegt aliefEntztindungsreaktion regulatorischen
Mechanismen, die eine Uberschiel3endak®on und dadurch eine Gefahrdung des Organismus
verhindern sollen. Lokal spielen hierbei autokrine und parakrine Faktoren eine Rolle. Ein
wichtiger Regulationsfaktor ist der pmflammatorische Protagonist TNF s el bst . Na
Produktion durch Makrdpagen/Monozyten bewirkt TNB i n der sel ben Ze
Abschaltung durch das asitiflammatorische Zytokin 1£10.2°3° Weiterhin wirken die

Phagozytose apoptotischer Zellen und entstandener Immunkomplexe hemmend auf die
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Produktion preinflammatorischer Zytokine.

1.1.2 Systemische Immunantwort und Sepsis

Eine systemische Entzindungsreaktiogs dKorpers, SIRSsystemic inflammatory response
syndromg, ist ein auf Intensivstationen (ITS) haufig zu beobachtendes Phanomen. SIRS kann
durch verschiedene Stimuli ausgeldst werden. Dazu zahlen neben lokal nicht zu beherrschenden
Infektionen auch nichinfektiose Ursachen wie schwere Traumata, Operationen, Straimdn
Verbrennungsschaden, die sterile Pankreatitis oder extrakorporale Verfahren wie die
Herzlungenmaschine. Unabhéngiggnv Typ des Priméarstimulus erfolgim Rahmen der
angeborenen Immunitéte AusldsungeinerEntziindungskaskadgs gemeinsame Endstrecke

Erfolgt durch die lokale Immunantwort keine ausreichende Bekampfung und Einddmmung des
Erregers, fuhrt eine persistierenthfektion zur fortlaufenden Produktion prdlammatorischer
Zytokine wie TNFU, -11 und IL-6. Diese induzieren bei systemisch wirksamen
Konzentrationen eine systemische Entzindungsantwort: in der Leber die Produktion von Akute
PhaseProteinen (z.B. @eaktives Protein (CRP), Fibrinogen, LB®ding protein(LBP)); im

ZNS eine veranderte Thermoregulation (Fieber) und die Induktion einer neuroendokrinen
Stressreaktion; im Knochenmark die schnellere Ausreifung und Ausschittung unspezifischer
Abwehrzellen Granulozyten und Monozyten mit Linksverschiebung im Differentialblutbild);
aus dem Fett Leber und Muskelgewebe durch eine katabole Stoffwechsellage eine erhohte
Bereitstellung von Energielieferanten. Andererseits ist die Eskalatiormrdeich sinnvolle
AbwehrreaktionSIRS zur schweren Sepsis mit (multiplem) Organversagen oder zum septischen
Schock mit lebensbedrohlichem HetreislautVersagermoglich'®3!

Die fur die lokale Entzindungsreaktion beschriebenen Reaktionen treten unter septischen
Bedingungen im gesamten Organismus auf. Komplementsystem, Mastzellen, Makrophagen und
neutrophile Granulozyten werden systemisch aktiviert, der Organismus gerat in einen
hyperinflammatorischen Zustand. Die hohen-jfftammatorischen ZytokuSpiegel flihra zu
generalisierter Vasodilatation durch Wirkung auf den Tonus der glatten Gefalimuskulatur (z.B.
Eikosanoide und NO), zur Steigerung der Gefal3permeabilitat (z.B. Histamin) und Aktivierung
des Gerinnungssystems. In der Folge kommt es durch Verbrauchskustbid,

Volumenmangel und Schock bis zum Multiorganvers&gen.

1.1.3 Immunpathogenese der Sepsis
In den 80Ger Jahren wurden mittels tierexperimenteller Arbeitenipilammatorische Zytokine

wie TNFU al s PeanaésaseptischensGeschehens identifiziert. Durch Bolusinjektionen
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groBer Mengen an Bakterien oder Endotoxin wie auch durch intravendse oder intraperitoneale
Injektion preinflammatorischer Zytokine wieNF-U od4 b | LeCen sich die
septschen Schocks auslésen. Gleichzeitig war es mdglich, durch Gabe neutralisiererder anti
TNF-U-Antikérper, diese Symptome zu verhindéfi®

Die molekularen Zusammenhénge der beschriebenen Pha&nomene konnten weiter zum
Verstandnis der Pathophysiologie beitragen. So wurde gezeigt, dass Makrophagen/onozyt
durch bakterielle StruktureRAMPs wie dasEndotoxin/Lipopolysaccharid (LPS)er aul3eren
Membran Grarmegativer Bakteriefi®®> und Peptidoglykan oder Lipoteichonsaure (LTA) als
Bestandteile der Wand Grapositiver Bakterie?f iiber ToltLike-Rezeptoren (TLR) aktiviert
werden und pranflammatorisch reagieren. Eine weitere Rolle in der Aktivierung von
Immunzellen spielen aulBerdem Exotoxine Giyawsitiver Bakterien, wie dadoxic shock
syndrome toxifl (TSST-1), das als funktionelles Superantigen Uber die unspezifische Bindung
und Vernetzung von MHCdIMo | e k ¢ | e n - Doméne des #Zell‘Rézeptors zu einer
massiven TZell-Aktivierung und Sekretiopro-inflammatorischer Zytokine wie IR f ¥ h r t

Am besten untersucht ist diese \WRathogerinteraktion fur die durch Endotoxin (LPS) Gram
negativer Bakterien induzierte Sepsis. Freies LPS wird im Organismus an das im Rahmen der
akuten Pase in der Leber gebildetd>Sbinding protein(LBP) gebunden und dockt als LPS
LBP-Komplex an den monozytaren Membranrezeptor Ct§1@a CD14 keine intrazelluldre
Doméane aufweist, war der Mechanismus der eigentlichen Aktivierung der Zelle Uber die
Signalkaskade lange unklar; lse2sAbb. 1.
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Lipoproteine/ -peptide LPS CpG DNA
{(Pam3Cys), Gram-pos.||Gram-neg. Viren, Bakt.
TLR2 TLR4
CD14 LEF
w
TIR TIR TLRO
MyD8S MyD8S

NFKB-Aktivierung

MyD3

VANVAZA\CZANE /N

a® pm-lnflamm atorische

&® Mediatoren

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung einiger Tdike Rezeptoren (TLR) sowie ausgewahlter Liganden
Signalkaskaden. Nach Stimulation durch den jeweiligen Liganden wird das intrazelukire g nal | i
Bindung der intrazellularen Doméane des TLR, die Tolf Rezeptor homologe Doméne (TIR), an einelll
Rezeptorassoziierte Kinase (IRAK) initiiert. Dieser Prozess wird dudas myeloide Differenzierung®rotein
MyD88 beschleunigt. Im élgenden wird neben weiteren ZwischenschritdifKB Uber den TNFRezeptor
assoziierten Faktor 6 (TRAF6) aktiviertieDl' ranslokatiorvon NFKB in den Zellkern erméglicht die Transkriptic
der Gene prénflammatorischer ZytokineNach: van der Poll, 200Gohen, 2002 und Leaver, 2Q&794°

Die Identifizierung des an CD14 assoziierteifoll-Like-Rezeptors (TLRY abk
transmembranaren Signaltransduktionsrezeptor erlaubte es, den intrazellularen Signalweg bis hin
zur Aktivierung von Nuclear FactoKappa B (NFKB) nachzuvollziehet' Durch die
Aktivierung von NFKB wird die Expression und Sekretion grdlammatorischer Zytokine wie
TNF-U, -1uurd IL-6 gesteigert; siehe Abb. 1.

Andere Vertreter der TeFamilie dienen der Erkennung weiterer PAMPS; so werden beispiels
weise Strukiren der Zellwand Graspositiver Bakterien tiber TLR* und mikrobielle DNA
Fragmente (iber den intrazellular lokalisierten T&Rrkannf sieheTabelle 2.

Durch die beschriebenen Mechanismen kommt es zur Initierung der angeborenen

Immunantwort als Voraussetzung fur die Aktivierung adaptiver Immunitat.
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Tabelle 2: Expressionsrepertoire ausgewWéh Toll-Like-Rezeptoren (TLR)und deren Liganden auf Antiger
prasentierenden Zellen. Nach Iwasaki, 2004 und Leaver, 2067

Expression auf Liganden
Monozyten MDC PDC Mikrobiell Synthetisch
TLR-2 ++ ++ - Lipopeptide Pam3Cys
(Grampositiv)

Lipoteichonsaure

(LTA)
TLR-4 ++ +/- - Endotoxin LPS) Taxol
(Gramnegativ)
TLR-9 - - ++ CpGreiche DNA CpGODN
(BakterienWiren)

In weiteren Versuchen wurde erkannt, di&iuse mit Defizienzen des TNRezeptors' oder
Mutationen von TLR4* zwar relativ resistensind gegeniiber der Endotoxiioxizitat, jedoch

sind sie unfahig, eine Infektion mit lebenden Bakterien zu kontrollieren.

Gleichzeitig konnte irklinischen Untersuchungen gezeigt werden, dass Patienten mit septischem
Multiorganversage haufig nur geringe oder nicbetektierbare Mengen an THFRind anderen

Entziindungsmediatoren im Plasma haffen

1.1.4 Systemische Antiinflammation

Wie bereits fur die lokale Entzindungsreaktidmeschrieben, spielen regulatorische
Mechanismen in ahnlicher Weise auch bei der homdostatischen Kontrolle der systemischen
Inflammation eine Rolle. Der systemischen Antiinflammaticonfpensatory aninflammatory
response syndromeCARS) wird eine physialgische Rolle in der Begrenzung pro
inflammatorischer Zustande zugeschrieben. Mediatoren sind hierbeinflartimatorische
Zytokine wie IL-10, l6slicherTNF-a-Rezeptor §TNF-a-R), IL-1-RezeptorAntagonist (IL-1-

RA), Transforming Growth Factor (TG#H) ulln-4l

Weiterhin ist ein differenziertes Zusammenspiel von Immunsystem und Nervensystem von
gro3er Bedeutung. Sensorische parasympathische Neurone detektieren erhdhte Spiegel pro
inflammatorischer Zytokine im entziindeten Gewebe und vermitteln nach Stonulat

immunmodulatorischer Zentren des Hypothalamus eine Aktivierung der Hypothalamus
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HypophyserNebenniererAchse, des sympathischen Nervensystems und des afferenten
Schenkel des Nervus Vagus. Hierdurch kommt es zu Freisetzung von Stressmediatoren wie
Glukokortikoiden, Katecholaminen und Acetylcholindie zu einer Hemmung pro
inflammatorischer Aktivitét direkt und indirekt tiber erhdhtesl 0 fiihren®>*">°

+ FULMINANTE SEFPSIS IMMUNPARALY SE
SCHOCK - $E|_f_(UNDﬁ.RINFEK'I_'_IONEN i
FRUHE MORTALITAT SPATE MORTALITAT
s
E Pro- inflammatorische
£ Fhase, SIRS
o
£
-
a
o
>
I
Systemisch resultierende
Immunsuppression/ Immunparalyse
©
E
£
=
p=
=
(=1
>
T 1 Kompensatorische anti-

inflammatorsche Reaktion, CARS

Abbildung 2: Immunologische Phasen der Sepéis zeitlichen Verlauf einer Sepsis unterscheidet man die f
Phase einer systemischen Immunaktivierung (SIRS) mit Dominanzrgl@mmatorischer Mediatoren von ein
spateren Phase der kompensatorischen Dampfundgimaeunreaktion (CARS). Nach: van der Poll, 2001 v
Monneret, 2008*°*

Nach heutigem Verstandnis ist die Immunantwort des Organismus demnach ein komplexes
Geschehen biphasisen Charakters, wobei einer frihen inflammatorischen Phase (SIRS) eine
spate antinflammatorische Komponente (CARS) folgt; hierbei sind auch zeitliche
Uberlappungen moglicmit einem gleichzeitigen Nebeneinander beider Phanoné@ramt es

im Zeitverlauf zum Uberwiegen des CARBiit einem anti nf | ammat or i schen
kann eine Hypoinflammatignmit der verminderten Fahigkeit des Immunsystems gegen
Infektionen wirkungsvoll anzugehgedie Folge sein, siehAbb. 2

Fur das in der klinischen Praxis Higuanzutreffende Phanomen des Nebeneinander von

I nfl ammati on und Antiinfl ammat imxed argagcigtt e B
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response (MARSH'T o me
1.1.5 Immunstatus mit Immunparalyse und immunmodulatorische Therapieansatzein

der Sepsis
Wie vorangehend erlautert, werden kKieanplexen pathophysiologischen Zusammenhange in der
Sepsisdurch ein biphasischeBlodell erklart. Einer initialen Phase der Hyperinflammation
(SIRS) als Reaktion auf infakise Invasionmit der Gefahr des Organversagens bis hin zum
Tode folgt im Falle de Uberlebens nner hal b der s o beeeitsaaohStunden A Sp
oder wenigen Tagen i@ Status der kompensatorischen Immundeaktivierung (CARSgh
heutigem Wissensstand scheinen -Prand Antiinflammation schon sehr frih im
Krankheitsprozess nebenander abzulaufen, wie Untersuchungen des leukozytéaren
Transkriptomszeigen® Bei Persistenz @ (erworbenen) Immundegssionbesteht ein hohes
Risiko fiir infektiose Sekundarkomplikation&n323947:49
Dank der Implementierung friihzeitiger intensivmedizinischer Mal3natumamedie Mortalitét
der frihen Sepsis in den vergangn Jahren gesenkt werddas Problem derg&tmortalitat der
schweren Sepsisst, trotz intensiver supportiver Therapjeiislang ungeldst>>?>° Auch
adjunktive Therapiestreegien wie der Einsatz niedriipsierten Hydrocortisons bei (relativer)
Nebenniereninsuffizien?*®’ die konventionelle bzw. intensivierte Inuherapie®®® konnten
bisher zu keiner nennswerten Verbesserung flhren. Nadhitialer Zulassung des
rekombinierten aktivierten Proteins i@ Jahr 2001fur die Behandlungeines Hochrisikc
Patientenkollektis der schweren Sepsi€' zeigte eine spatere MetAnalyse der Cochrare
Datenbank mangelnde Wirksamkeit und erhohtes Blutungsrisiko bei Gabe des MediKaments;
hierauf wurde das Medikament im Jahr 2011 vom Markt zurlickgezogen
Unbefriedigende Ergebnisse bisheriger Therapiestrategien sowie Fortschritte im Verstandnis der
Immunpathogenese der schweren Sepsis waren seit Mitte der 1980er Jahre ausschlaggebend fu
erste immunmodulatorischdinische Studien im Rahmen des Spektruties Sepsisherapie.
Auf Grundlage des pathophysiologischen Verstandnisses der Sepsis als einer UberschieRenden
Aktivierung der Immunantwort und der im Tierversuch beobachtdeduzierung der
Mortalitat?*® wurden seit Mitte dei80-er Jahre eine Vielzahl klinischer Studien rmaitti
inflammatorischeAusrichtung durchgefiihrt; Substanzen wie -&mdotoxinAntikorper® anti-
TNF-a-Antikorper®¥°® antiIL1-Antikorpe”®® und Hochdosi&ortikoide®® brachten jedoch
nicht den erhofften Erfolg fur eine Verbesserung der Gesamtmortalitat. Es zeigte sich, dass das
pathophysiologische Konzept einer reindpperinflammation eine zu vereinfachte Sichtweise

war und dassdie Tiermodelle mit Bolusinjektionen von Bakterien odendotoxin den
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komplexa Vorgangder Sepsis nur ungentigend abbildeten.

Auf der Suche nach Erklarungen konnten Tiermodelle wie die dugetion und Punktion des
Zakums induzierte peritonitische Sepsis entwickelt werden, die ahnlich wie in den
vorangegangen klinischen Studien eine erhdhte Mortalitéardeinflammatorischermherapie

Ansatzen zeigteff’ "? Die kritische Interpretation der erzielten Ergebnisse machte zunehmend
den biphasischen Charakter des septischen Prozesses deutlich. Die in der frihen Phase der
Hyperinflammation im  Tierexperiment gunstig  wirkendenantrinflammatorischen
Therapiekonzee wurden zunehmend als komgraduktiv im Szenario der Hypoinflammation

und immunologischen Defizienz in deich rasch einstellendeBpéatphase des septischen
Patienta erkannf®*’>*"3

Zu den diezellulare Immunitat betreffenden Veranderungen im Rahmen der Spatphase des
septischen Geschehens existieren umfangreiche Untersuchumspeisandere auf dem Gebiet

der monozytaren FunktioSowohl dasn vitro-Modell der LPSDesensibilisierund® als auch

in vivo-Untersuchungen bilden die wahrend der Sepsis stattfindenden phénotypischen und
funktionellen Veranderungen in Monozyten ab. Charakteristisch semdHdrunterregulierung

der Expression von HLMR’®’" mit konsekutiv vermiderter Phagozytose und Antigen
Prasentation. Weiterhin zeigen Monozyten eine verminderte F&ahigkeit zur Produktion pro
inflammatorischer Zytokine wid@NF-U, IFN-o, IL-1, IL-6 und IL-12 , wobei dieKapazitat zur
Freisetzung andinflammatorischerZytokine wie IL-10 oder I1-:1-RA deutlich weniger

%8 Diese Phanomene sind einerseits auf lokale -autmd parakrine

kompromittiert is
Ruckkopplungmechanismen wie O wund PGE2, andererseits auf systemische
Kontrollmechanismen durch Stressmediatoren zurtickzufihren.

Im Zusammenhang mit diesem Wechsel von einem pmo ein antrinflammatorische
Aktionsmuster als Antwort auf einen sekénein bakteriben Stimulus spricht man von einer
Umprogrammierung der Monozyten, um den Effekt der funktionellen Deaktivierung zu
verdeutlicherf*2%48.7482

In der klinischen Diagnostik wird die Messung der monozytaren HIREXxpression als
Surrogatparameter der monozytaren ZyteRmoduktion und Fahigkeit zur AntigeRrasentation
genutztt 783

Dartiber hinaugelend konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass eine
andauernde Verminderung der monozytaren HR-Expressionm Sinne einer Persistenz der
kompromittierten Immunfunktiomit einer Prognos®erschlechterung in der schwar&epsis

korreliert ist°+83
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Neben der Deaktivierung monozytarer Zellen ist der globale Immundefekt der Spéatphase der
Sepsis durch einen deutlichen Effekt auf damphozytdre Systengekennzeichnet. Sanflet

sich eine durch Apoptodeduktion verursachte Lymphopenie sowohl in lymphatischen Organen
wie Lymphknoten und Milz als auch im peripheren BftiVeiterhin lasst sich eine Selektivitét
der Apoptose fir Effektorzellen mit Abnahme der Zahlen vond€und BZellen im
peripheren Blufeststellen. Die Frequenz CB@D25 -regulatorischer Zellen hingegen zeigt sich
stabil, in manchen Untersuchungen wird eine Erhthung beob&thtéteben den Effekten auf
die Zelzahl verschiedener Lymphozyt&wopulationen ist die Sepssdem durch eine Th1/Th2
Dysbalance charakterisiert mit Vorherrschesr @roduktion antiinflammatorischer Zytokine
wie IL-4 und I-:10% Von besondrem Interesse ist, dass AusmaR der Lymphopenied
Th1/Th2Dysbalanc®®  prognostisch  mit  erhdhtem  Risiko  fir  infektidse
Sekundarkomplikationen und Outcome korreliert sind.

Zusammenfassend griindet dienigphopenie undyestérte TZell-Funktion sowohl auf direkter
Schadigung durch Mediatoren als auch auf indirel&erfllissen durch verminderte-Zell-
Stimulation aifgrund kompromittierter AP unktion®®

Dendritische Zellen (DC) ales®ntielle Vertreter Antigeiprasentierender Zellen (APC) an der
Schnittstelle von angeborener und adaptiver Imnatininterliegen in der Sepsis ebenso einer
erhohten Apoptoserate und Dysfunktion ihrethigkeit zur effektiven Zell-Aktivierung.*
Guissetet al. fanden eine inverse Korrelation zwischen -Bféquenz im peripheren Blut
septischer Patientemit klinischem Verlauf und Uberlebéh In eine&hnliche Richtung weisen
postmortemUntersuchungen von Hotchkigs al, die eine deutliche Verminderung der Zahl
von DC in der Milz septischd?atienten fandett.

Auf die Identifizierung des septischen Geschehens aldeinSpatphase dominierend hypo
inflammatorischen Prozess naitir globalen Immunparalyse fuhrden Defekten der zelluléaren
Immunitatfolgten in unserer Arbeitsgruppe vitro-Arbeitenvon Randow et al. und Schrdder et
al. als auchtierexperimentelle Untersuchungen durch Bundschuh & °alDiese Arbeiten
zeigen die funktionelleRevertierung der Monozytenfunktion durch BN u n dCSKs M
wodurch sich die Mdglichkeitder Stimulation des Immunsysterats therapeutische Option
ergibt.

Bereits 1997 konnten Dé6cke et atstmals das Prinzip der Immunstimulation in der Sepsis durch
Rekonstitution der monozytaren Funktion innerhalb einer Pilotstudie mit neun Hnmun
paraytischen Patienten durch IFdNTherapie vorstelle®® 2003 gelang in Hamburg durch
Nierhauset al.im Rahmen einefi o ple a b-Rilbtsiudie mit begrenzter Patientenzahl in der
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Sepsis adwér Patienten durch GMSF ein vergleichbarer Nachweis der Immakonstitution,
gemessen als Wiederh#ung der monozytaren HL-DR-Expressior’®

Unabdingbare Voraussetzung fur den Erfolg immunstimulatorischer Interventioessistddie
systematische Erhebung des Immunstatus, um eine individualisierte Immuntherapie garantieren
zu konnerr® hierbei konnte die monozytare HLBR-Expression als Surrogatparameter des
monozytaren Aktivierungsstandes und alsaddnesser der Immunparagy im Rahmen einer

MulticenterStudie etabliert werdeff.

1.2 Granulozyten Monozyten Koloniestimulierender Faktor (GM-CSF)

GM-CSF ist ein von Monozyten/Makrophagem-Lymphozyten, Fibroblasten sowie einer
Vielzahl von Stromazelte produziertes endogene®3-kD Glykoprotein?” Der aus zwei
Untereinheiten bestehende GBBFRezeptor wird vor allem auf Zellen der myeloiden Reihe,
wie Makrophagen, neutrophileund eosinophile Granulozyten sowie auf CD34Progenitor
Zellreihen exprimiert. Unternormalen Bedingungen ist GKISF im Serum nur in
auBerordentlich geringen Mengen zu find&n.

Ursprunglich wurde GMCSF als Wachstumsfaktor tber seine Fahigkeit definiert, Zellen der
myeloiden Reihe wie Granulozyten und Monozyten Uber Apopittsbierende Mechanismen
zu Wachstum und Differenzierung anzurededudem ist GMCSF essentiell fiir dien vitro-
Entstehung dendritischer Zellen (DC) aus Knochenrvatiuferzellen. Aus Monozyten
kénnenin vitro Makrophagen entstehen; ebenso ist durch Zugabe voit€SMund 11-4 diein
vitro-Kultivierung Antigenprasentierender DC moglich'®

Heute ist bekannt, dass GOISF neben seinen Proliferatiemsiuzierenden Eigenschaften
ebenso myeloide Effektorzellen auf funktionellgbene mafR3geblich beeinflusst und somit eine
wichtige Rolle in der Regulation der Entzindungsantwort spielt. Zusammen mit anderen
Zytokinen fihrt GMCSF einerseits zu einer direkten Aktivierung von Effektorzellen,
andererseits kommt es in der Folge inklireliber eine gesteigerte Produktion fro
inflammatorischer Mediatoren zu einer Amplifizierung des Prozééses.

Die funktionelle Aktivierung beinhaltet eine Erh6hung der Produktion reaktiver Sauerstoff
Spezies (ROS) und Verbesserung der Phagozytose und des intrazellularen Killings durch
neutrophile Granulozyten und MonozytennesiHochregulation von Adhasionsmolekilen auf
Monozyten, eine gesteigerte Produktion -prilammatorischer Molekile durch Monozyten
sowie eine verbesserte AntigPnasentation durch vermehrte MHQasse IFExpressiort %

Im EndotoxinToleranzModell der Immunparalyse konnte durch G@B&SFGabe sowohlin
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93.9%als auch im Tiermodéf die Erholung der monozytaren TNIFProduktionsKapazitét

vitro
in zuvor inaktivierten Monozyten gezeigt werden.

In klinischer Anwendug fuhrt GM-CSF aufgrund seiner proliferativen Eigenschaften primar zu
erhohten Zahlen von Neutrophilen, Monozyten und in geringerem Ausmal® auch von
Eosinophilen, Lymphozyten sowie Thrombozyten. @8F wird eingesetzt in der Erholung von
Chemdherapieinduzierten Neutropenien zum Wiedererstarken der Hamatopoese nach
Knochenmarkansplantation, zur Behandlung invasiver Pilzinfektionen sowie als Adjuvans bei
Anti-TumorVakzinen?®

Baserend auf den Erkenntnissen der maoglichen Revertierung eines immunparalytischen
Zustandes im EndotoximoleranzModell durch GMCSF wurden erste klinische Pilotstudien

bei Sepsi spatlabetbe £ing niim dAuorpcehng e f ¢ hr t . Heer be
Sicherheit der Substanz gezeigt werdelt*'%?Weitergehend war es méglich, dievitro- und

im Tiermodell beobachteten Ergebnisse der leukozytaren Reaktivierung im humanen System zu
bestéatigen. So zeigte sich eine erhohte Esgiom von Adhasionsmolekillen wie CD11b auf
zirkulierenden Neutrophilen und Monozyt&hsowie eine deutliche Erholung der Expression

von HLA-DR-Molekilen auf Monozyten. Damit einher ging eine Wiederherstellung der
Produktion von TNFU, Radarseter einer Rekonstitution der Monozyffemktion®®% Im
Hinblick auf die Mortalitat in der SepsiBheapie neutrop@m Neonaten existieren
widersprichliche Berichte; wahrend Bilgin et al. einen positiven Effekt auf die Mortalitat bei
Neonaten feststelltef{> konnten in neueren Unwrchungen Carr et al. lediglich eine schnellere
Uberwindung der Neutropenie konstatieren, wahrend sich ein glinstiger Effekt auf den klinischen
Verlauf in Form von Erholung aus der Sepsis oder verbessertem Uberleben bei Semsil in

for gestational agéSGA)-Neonaten nicht beobachten Ii£R

Mogliche Nebenwirkungen unteder Theapie mit GMCSF sind vorwiegend auf eine
Rekonstitution der Immunfunktion zurtmkfihren und &uf3ern sich durchrigpe-ahnliche
Beschwerden mit Fieber, Ubelkeit, Mudigkeit, Knochand Kopfschmerzen sowie Myalgien.
Zudem wurdervereinzeltunspezifische Reaktionen wie Thoraxschmerzen, Dyspnoe, Stomatitis,
Hautjucken, Schwindel, periphere Odeme und Parasthesien beschrieben.

Als seltene schwerdlebenwirkungenSAE) gelten Anaphylaxie, Herzinsuffizienz, Capillary
LeakSyndrom, StevenslohnsorSyndrom, Perikard und Pleuraerguss, Lungenddem und

Synkope®
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2 Problemstellung

Trotz intensiver Therapie und intensiven Ressourceneinsatzes besteht weiterhin eine schlechte
Prognose fur den sepchen Patienten. Die Mortalitat liegt fur die schwere Sepsis béD28)

fur den septischen Schock je nach Untersuchung gar k80%G' *°°

Die Diskrepanz zwischen der betrachtlichen epidemiologischen und soziodkonomischen
Bedeutung der schweren Sepsis einerseits und der bisher trotz erheBlindteangungen
weitgehend unbefriedigenden therapeutischen Mdglichkeiten motiviert flir Studien mit neuen
methodischen Anséatzen

Entscheidendist in diesem Zusammenhang diéentifizierung despathophysiologischen
Geschehens der Sepsis als ein in sésmEitphase dominierery/poinflammatorischeProzess

mit den aldmmunparalyse&harakterisierten globaldbefekten der zellularen Immunitét

Nachdem Voruntersuchungen die Mdoglichkeit der funktionellen Revertierung einer

9394 und im Tierversuch durch IFND  und

experimentell induzierten Immunparalyse vitro
GM-CSF gezeigt hattenwurde mit der Durchfihrung erster klinischer Studien mit
immunstimulatorischem Ansatz begonne&so konnten Doécke et @997 in einer Pilotstudie
erstmals das Prinzip der Immunstimulation durch Rekonstitution deromytéren Funktion
durch IFNo-Therapie in der Sepsis vorstelf®n2003 gelang durch Nierhawt al.in einer

i o plea b-Rildtsiudie mit begrenzter Patientenzalm vergleichbarer Nachweis der Immun
rekonstitution in der Sepsis adulter Patiertarch GMCSE®® siehe Kapi¢l 1.1.5.

Das simultane Monitoring desFunktiongzustandesdes Immunsystems ist eine unabdingbare
Voraussetzung fur den Erfolg immunstimulatorischer Interventionsstudem®s sich bei der
Sepsis um einen hoch dynamischen Prozess hahdeltdurch de sichere Identifizierung eines
defizienten Immunstatus kdnnen Patienten sinnvoll flir @m@&unstimulatorische Therapie
rekrutiert werden>*°’Andernfalls kann eine Immun(iiber)stimulation wahrend der Frithphase
der Hyperinflammation des septischen Prozesfedien mit konsekutivem ZytokirSturm,
Multiorganversagen und Schodk der vorliegenden Arbeit konnte didsirch den etablierten

Surrogatparameter der monozytakinA -DR-Expressiorerreicht werderd®

In einer Immunmonitoringpasierten, prospektiven, randomisierten, doppelblPldcebe
kontrollierten klinischenproof of concepPhase k-Studie bei38 Patienten mit schwerer Sepsis
und septischem Schockurde nittels einesimmurstimulatorischen Ansatzes der Effeknher

GM-CSFTherapieauf folgende Parameter untersucht:
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(1) Monozytare HLADR-Expression als Mal3 fur die Immunkompetenz von Monozyten

(2) Funktionelle monozytare Immunkompetenz
a. Bestimmunganhand der LP$hduziertenex viveTNF-U-Produktionsowie der

Produktion anderer pround antiinflammatorischer Zytokine nach TER

Stimulation
b. Durchflusszytometrisah  Untersuchung guantitativer Veranderungen
verschiedener mmzytarer Subpopulationen und sd&xpressionsmustercoe

stimulatorischer Oberflachenmolekile

(3) Frequenz und Funktion dendritischer Zellen ([ RepréasentantagipischerAntigen

prasentierender Zellen (APC)

a. Mesung anhand durchflusszytometrischer Untersuchungemd TLR

Stimulationsassays

(4) Klinische Verlauf
a. Beurteilung anhand gebrauchlicher intensedizinische Scores (APACHE I,

SAPS I, SOFA)
b. Beurteilung anhan®fentilationsparameterund Effekt auf die 28 Tagdortalitét

Innerhalb der Studievurden auchUntersuchungn zur Frequenz und Funktion von-T
Lymphozyten als Teil des adaptiven Immunsystems durchgefiihrt. Diese Aspekte sind
Bestandteil einer anderen Dissertation und werden in der vorliegenden Arbeit nicht dargestellt.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Studienmedikation

Name Konzentration Hersteller

GM-CSF Leukine® Liquid 500 mg/ml Berlex, Richmond/USA
Sargramostim 2.8-10° IU/m

NaClLosung Charité Apotheke, Berlin

Verbrauchsmaterial

Name Hersteller

Reaktionsgefalle® 1.5; 2 ml Safe seal
Reaktionsgefal3e farbig, Rotilabo®
Multi-Reaktionsgefal3e. @ ml
DNAse/RNAsefrei

Pipettenspitzen 10; 20Q000 pl
LPSfreie Pipettenspitzen 200 pl

Eppendorf, Hamburg
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg

Blutentnahme

Name Zusatz Inhalt Hersteller

S-Monovette Lithium Heparin 55+ 9 ml Sarstedt, Numbrecht
Kalium-EDTA 2.7 ml Sarstedt, Numbrecht
Citrat 5 ml SarstedtNumbrecht

PAXgene Stabilisierungslésun¢ 6.9 ml Losung PreAnalytix

Blood RNA Tube 2.5 ml Blut Hombrechtikon/ Schweiz

Vacutainer Becton Dickinson,

Direct Draw Adapter Heidelberg
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3 Material und Methoden

Vollblutassay-Stimulantien

Name Stock

Endkonzentratior Hersteller

RPMI 1640 Kulturmedium
mit 2.0 g/l NaHCQ
ohne Glutamin

very low endotoxine

Biochrom AG, Berlin

LPS Lipopolysaccharid 5ug/ml 100 ng/ml SigmaAldrich,
aus Escherichia col Munchen
0127:B8
CpGA- Oligodesoxynukleotide 1mg/ml 20ug/ml Coley Pharmaceutice
ODN (ODN) Group, Wellesley,
mit unmethylierten USA
Desoxycytosiin
Desoxyguanosin (CpG
Motiven, ODN 2336
Pam3Cys Pam3CysSKKKK. Img/ml 20pg/ml EMC

L2000

Microcollections,

Tlbingen

Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Becherglaser 50, 250 ml
Messzylinder Duran 100 ml
Falcon Rohrchen 50 ml
FACS-Ro6hrchen 5 ml
Pipetten 5, 10, 25 ml

Simax, Czech Republic

Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
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Farbungen amLSR Il -Durchflusszytometer

Antikorper Farbstoff Hersteller Emissions
maximum
CD14 ECD= PhycoerythrifTexas Red Beckman Coulter 610 nm
(PE Texas Red 610) Krefeld

CD1i6 Pacific Blue Becton Dickinson, 455 nm
Heidelberg

CD33 PhycoerythrirCy7 (PECy7) Becton Dickinson, 750-810 nm
Heidelberg

HLA-DR Peridinin ~ Chlorophyll  Proteir Becton Dickinson, 670 nm

(PerCP) Heidelberg

BDCA-2 Allophycocyanin (APC) Miltenyi Biotec 660 nm
GmbH, Bergisch
Gladbach

CD45 AllophycocyaninCy7 (APGCy7) Becton Dickinson, 750-810 nm
Heidelberg

CD86 Phycoerythrin (PE) Caltag 575 nm
Laboratories,
Hamburg

CD40 Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) Caltag 530 nm
Laboratories,
Hamburg

Farbungenam FACSCalibur-Durchflusszytometer

Antikorper Farbstoff Hersteller Emissions
maximum
CD14 Peridinin  Chlorophyll  Protein Becton Dickinson, 690 nm
Cy5.5 (PerCRCy5.5) Heidelberg
HLA-DR Phycoerythrin (PE) Becton Dickinson, 580 nm
Heidelberg
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Gerate
Name Hersteller
Pipetten Pipette 10, 50, 200, 1000 pI  EppendorfHamburg
Pipettierhilfe Pipet Hirschmann, Heilbronn
tus Standard
Zentrifugen Kihlzentrifuge CR 422 Jouan, SainrHerblain/Frankreich
Tischzentrifuge HerndlZ Neolab, Heidelberg
160 M
Absaugpumpe Laboport Neuberger, Freiburg
Sterilbank Hera SafeHeraeus Kendro Laboratory Products, Minche
Brutschrank COy-Inkubator Heraeus Kendro Laboratory Products, Minche
37°C
5% CQ
Tiefkihler Hera Freeze Heareus Kendro Laboratory Products, Minche
-80°C
Durchflusszytoeter LSR I Becton DickinsonHeidelberg
Durchflusszytomete FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg
IMMULITE® - Siemens Healthcare Diagnostics
MessSystem
ELISA-Mess fiir GMCSF (1L12p40/70)
System

CBA MessSystem
Ruttler

FACSAr r ay E Bi o aBecton Dickinson, Heidelberg

Vortex Genie2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Kompensation des Durchflusszytometers

Name Hersteller

Anti-Mouse | gao Compensation Beads Becton Dickinson,
Heidelberg

Negative control (FBS) Compensation Beads Becton Dickinson,
Heidelberg
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Losungenfir Durchflusszytometrie

Name Hersteller
FACSLyse FACS lysing  solution, Becton Dickinson,
verdunnt 1:10 mit Aqua. des Heidelberg
FACS-Puffer Falk-Losung, plus CharitéApotheke, Berlin
0.1% NaAcid Serva GmbH, Heidelberg
2% FCS, endotoxinfrei BiochromAG, Berlin
Aqua dest. Ampuwa fur Spulzwecke Fresenius Kabi
Bad Homburg v.d.H
FACS Flow Becton Dickinson,
Heidelberg
FACS Clean Becton Dickinson,
Heidelberg
FACS Rinse Becton Dickinson,
Heidelberg
Software
Name Hersteller
CellQuest Becton Dickinson, Heidelberg
QuantiBrite Becton Dickinson, Heidelberg
QuantiCalc Becton Dickinson, Heidelberg
FACS Diva Becton Dickinson, Heidelberg
SPSS 16.0 SPSS Inc., Chicago, USA
FlowJo 8.6.3 Tree StarAshland,USA
MS Office Microsoft, Redmont, USA
FCAP Array Software Becton Dickinson, Heidelberg
MedCalc 9.0.1 MedCalc, Mariakerke, Belgien
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Test/Reaktions-Kits

Name

Hersteller

ex vivoLPS-Stimulatiors Kit

Quant i BR-B&#EPE
Qual i BRBedlE E

IMMULITE® IL -6/ IL-10/ TNFU

PCT LIA Assay

Quantikine® Human GMCSF ELISA Kit
BD Cytometric Bead Array

Human Soluble Protein Master Buffer Kit
BD Human IL-6 Flex Set

BD Human IL-8 Flex Set

BD Human IL-10 Flex Set

BD Human MIR1a Flex Set

BD HumanMCP-1 Flex Set

BDHuman TNFU Fl ex Se't

Milenia, Bad Nauheim

Becton Dickinson, Heidelberg
BectonDickinson, Heidelberg

DPC Biermann, Bad Nauheim
BRAHMS Diagnostica GmbH, Berlin
R&D Systems, Wiesbaden

Becton Dickinson, Heidelberg

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

Becton Dickinson, Heidelberg

3.2 Methoden

3.2.1 Patienten

Von September 2005 biBezember 2006 wurden 38 Patienten aus drei chirurgischen bzw.

medizinischen Intensivstationen (ITS) der Chadté@versitatsmedizin Berlin in die Studie

eingeschlossen.

Als Einschlusskriteriean Visite Ogalten ein Alter von mindestens 18 Jahren, digbose einer

schweren Sepsis und/oder eines septischen Schocks dechKriterien der Consensus

Conference von 1992 (siehe Klinische Definitionen, Kapiteldgy, Nachweis einer tber 48

Stunden bestehenden Immunparalyse, definiert Uber eine monozytar®RHEXpression von

als 8000 Molekulen

Einwilligungserklarung.

weniger

Ausschlusskriterien warenfehlendes Einverstandnis,

proCD14-Monozyten,

sowie das Vorliegen einer

Alter unter 18 Jahren, bekannte

Uberempfindlichkeit gegen GMLSF oder gegen Hilfsstoffe des Praparates (Mannitol, Zitrat,

NaHCO3), Schwangerschaft oder Stillzeit, moribunde Patienten mit einer Lebenserwartung unter

24 Stunden, Daertherapie mit systemischen Glukokortikoiden Uber mehr als 6 Monate,

hamatologische

Systemerkrankungen,

Hintektion, akuter Herzinfarkt, akute
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Lungenarterienembolie, akute Pankreatitis sowie ein Zustand nach Reanimation innerhalb der

letzten 72 Stunden.

3.2.2 Studiendesign und Behandlungsschema
Es handett sich um eine prospektive, @omisierte doppelblind Placetkontrollierte Studie.
Beide Studienarme enthielten jeweils 19 Patienten von drei Intensivstationen der Charité mit
1 schwerer Sepsis und/oder septien Schock nach den Kriterien der Consensus
Conference von 1992 (sieKdinische Definitionen, Kapitel 1)
1 sowie dem Nachweis einelber 48 Stunden bestehenden Immunparalyse,
definiert Uber eine monozytare HEBR-Expression unter 8000 Molekulen pro
CD14’-Monozyten (ehe Kapitel 3.2.5.2).

Die Gabe der Studienmedikation rh@BBFHSargramostimLeukine®) erfolgte taglich Gber 8

Tage (Im Folgenden alMisiten bezeichnet), die Zeit der Patientenbeobachtung betrug insgesamt
die Dauer von 28 Visiten.

Nach deran Visite Odurch den Prifarzt erfolgten Rekrutierung des Patienten in die Studie wurde
wahrend der Visiten 1 bis 5 taglich durch das Stationspersonal einmal Blut entnommen sowie die
Studienmedikation bzw. Placebo in einer Dosierung von 4ug/kg Koérperge@iS) subkutan
verabreicht. Bei Erholung aus der Immunparalyse (>15.000 -BRAMonozyt) an Visite 5

wurde die Therapie in gleicher Form fir die Visiten 6 bis 8 beibehalten. Kam es hingegen an
Visite 5 nicht zu einer Normalisierung der monozytaren HRR-Expression (>15.000 HLA
DR/Monozyt), so wurde die Dosis des Medikaments bzw. Placebos um den Faktor 2 auf 8ug/kg
KG bi s zur Vi si tEes k@&l atrihn®@rht) . ( ADwrsi ¥i sit e
Praparatgabe. Die imumologische Diagnostik (siehe Kapif4) und das klinische Monitoring
(siehe Kapitel 6.5vurden in jedem Fall bis zur Visite 9 beibehalten.

Von Visite 10 bis 28 schloss sich die Nachbeobachtungsphase an, die mit der Erfassung des
Out comes -NOdAr2t8a ITiatg?et i) iasieheAbh.83i t e 28 endet

Die Studie wurde von der Ethikommission der Charité genehmigt; Einverstandniserklarungen

liegen fur alle Patienten in schriftlicher Form vor.
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HLA-DR wenn HLA-DR
< 8.000 mAb/Zelle <15.000
mAb/Zelle

1 1 1 8 pg/kg/d
0

Visite -1 1 2 3 45 6 7 8 9 ..28

Studienarm A rhuGM-CSF (4 pg/kg/d)

Studienarm B

Placebo (0.9% NacCl)

HLA-DR

ex vivo 4h TNFa-Produktion
PCT, IL-6, IL-10, TNF-U
Differentialblutbild
APACHE Il, SAPS 1I

SOFA

Mortalitat

Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der Studie mit durchgefihrten Interventionen und erhobenen DNdeh
Meisel, 2009:*°

3.2.3 Laborbestimmungen

Die Bestinmung der monozytaren HL-BR-Expression, der Plasmaspiegel vor6ILTNFU ,
Procalcitonin (PCT), 110, GMCSF, sowie die 4ANF-Uex vivo-Produktion nach
Vollblutstimulation, Leukozytenzahl und Differentialblutbild erfolgte an den Visiten 1 bis 9
taglichdurch das Personal des Labors des Instituts fur Medizinische Immunologie.

Neben der Erhebung der taglichen Routtaameter wurden an den Visiten 1, 5 und 9 im
Rahmen dieser Arbeit zusatzliéimtigenprasentierende Zelletponozyten, DC) im peripheren
Blut phanotypisch durch Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 3.2.5.2) und funktionell Gber
Vollblutstimulationen (siehe Kapitel 3.2.6) charakterisiert.

3.2.4 Klinische Datenerhebung (intensivmedizinische®reg

Neben der Bestimmung von Labordaten wurdemische und paraklinische Parameter bei den
Patienten erhoben. Als Aufnahmewert an Vi§ite wu r d écute Bhysiology And Chronic
Health® or e ( APAdetAB i mp) i fi ed Ac ufi(8AP® I snd det o gy
ASequential Or gan cofda(SORAY®zu Swele geteghediet akiu@lle
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physiologische Parameter des Patienten ebenso wie Alter uiMb@aditatabbilden. Whrend

der Visiten 1 bis 9 wurden taglicBAPS Il und SOFA erhoben, an Visite 9 zuséatzlich der
APACHE II. Die Dokumentation der verschiedenen Scores erfolgte mit Hilfe der -Copra
Software auf den jeweiligen Intensivstatior(siehe Tabellen-3). Das Uberlebn der Patienten
wurde am Studientag 28 dokumentiert (Mortalitat). Weitenwmarden die Liegedauer auf
Intensivstation sowie Gesamtdauer der Hospitalisierung, Dauer von Nierenersatztherapie und
mechanischer Ventilationnd die Begleitmedikation wie der Eatz von Antibiotika, nicht
steroidaler Antiphlogistika, niedrig dosierter Glukokortikoide oder adjuvanter Insulintherapie

dokumentiert.

Tabelle3: SOFA. Nachwww.MDCalc.cont®

Punkte
Organ Parameter 1 2 3 4
Lunge PaQ/FiO, mmHg 0200 0100
0400 0300 mit mit
Beatmung Beatmung
Niere Kreatinin oder  mg/dL 12-19 20-34 35-49 [o):))
Diurese ml/Tag - - <500 <200
Leber Bilirubin mg/dL 12-19 20-59 6.0-119 >120
Herz/Kreislauf Blutdruck und mmHg MAP Katechol. Katechol. Katechol.
Katecholamine <70 niedrig mittel hoch
Blut Thrombozyten ~ 1000/mni 0150 0100 O50 020
ZNS Glasgow Coma Scale 14-13 12-10 9-6 <6
" Katecholamindosis niedig Dopami n O5 oder Ddibmindal@iunde ( j ede
mittel -Dopamin >5 oder Adrenalin/ Noradr
hoch -Dopamin >15 oder Adrenalin/ Nor at
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APACHE II. Nachhwww.intensivcareunit.d&®

Tabelle4
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3 Material und Methoden

Tabelle5: SAPS Il.Nach: www.dimdi.d&”®

Parameter

Befund

Punktwert

Alter (Jahre)

<40
401 59
60 69
70 74
75179

80

0
7
12
15
16
18

Herzfrequenz(1/min)

<40
401 69
70-119
1201159
160

[
[N

Systolischer Blutdruck (mmHg)

<70
70i 99
100/ 199
200

Temperatur(°C)

<39
39

PaO2/ FiO2 (bei Beatmung)

(mmHg)

<100
100199
200

Urinausfuh(l/d)

<05
0,51 0,999
10

Harngtoff(mg/d)

<28
84

Leukozyten(107/1)

<1,0
1,6199
20

Kalium(mmol/l)

<30
3,01 4,9
50

Natrium(mma/l)

<125
125144
145

Bikarbonat(mmol/l)

<15
15 19
20

Bilirubin(mg/dl)

<40
4,659
6,0

Glaggow ComaScore

<6
61 8
91 10

N5 RBlorolow ok ou|lwowwoRlEolorElooR|lwoldvoullNwron

Chron.Erkrankungen

Metastastasierendes

Karzinom

HamatologischesMalignan

AIDS

ArtderZuweisung

GepaneOP

MedizinischeUrsache

Not-OP
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3.2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

3.2.5.1 Grundlagen

Di e Durchfl uss zy taotimatetcelis ® r Afelr @io r g sFCAeCSO) e er m
Untersuchung von Zellen oder anderen Partikeln auf ihre GroRe, innere Struktur sowie
Oberflacheneigenschaften. Ermdoglicht wird dies durch charakteristische Eigenschaiten vo
Streulicht und Fluoreszenz der jeweiligen Zellen.

In der zu untersuchenden Suspension missen die Zellen einzeln vorliegen. Diese wird innerhalb
des Zytometers durch eine dinne Roéhre geleitet und mittels einer Mantelflissigleit beschleunigt,
so dass einlaminare, nichturbulente Stromung entsteht. So kann innerhalb kirzester Zeit eine
grof3e Anzahl Zellen alEinzelzelleben@ntersucht werden. Derart vereinzelt wird jede Zelle am

so genannten Messpunkt durch einen Laser getroffen.

In Abhéangigkeit vonden physikalischen Eigenschaftemer Zelle entsteht Streulicht, das von
Photomultipliern (PMT) aufgefangen und in ein digitales Signal umgewandelt wird. Es wird
einerseits das von der GroRR3e der Zelle abhangige Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC)
detektiert, andererseits das von der inneren Struktur und Granularitat der Zelle bestimimte 90°
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC). Durch die beiden Parameter Gro3e und Granularitat ist
es moglich, die unterschiedlichen Leukozyiwpulationen (Granulgzen, Lymphozyten und
Monozyten) voneinander getrennt in einem Diagramm (Scatterplot) darzustellen.

Weiterhin kénnen Zellen Uber die von ihnen exprimierten Oberflaéméigene unterschieden
werden, indem man spezifisch gegen diese gerichtete AntikérpgeFlaareszenzfarbstoffen
koppelt, ma n spricht von AF2rbungh der Zel
Untersuchung von Zellpopulationen mdglich. Fluoreszenzfarbstoffe werden durch den Laser
innerhalb eines charakteristischen Spektralbereichsdeorabsorbierten Lichtenergie angeregt

und emittieren ihrerseits Licht emalefinierten Wellenlangeereiches Das emittierte Licht
gelangt Uber Filtersysteme zu zusatzlichen PMT, wird von diesen detektiert und in ein
elektronisches Signal umgewandeleiB/erwendung mehrerer Farbstoffe ist es mdglich, dass
sich benachbarte Wellenlang8pektren tberlappen und emittiertes Licht durch einen dem
jeweiligen Farbstoff nicht zugeordneten PMT aufgenommen wird. Diesem Phanomen wird

elektronisch durch die so gemde Kompensation begegnet.

3.2.5.2 Durchfuhrung der FACS-Messungen

Messung der monoztaren HLA -DR-Expression am FACSCaliburDurchflusszytometer
Fir die im Routind_abor des Instituts fir Medizinische Immunologie erfolgte tagliche Messung
der monozytdren HLAR-Expr es si on wur de eDurohflusszyioth&t€€ a | i b
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verwendet.

Durch Anl egen ei ner E|i-EBBeadsuncderRardungednsiidQu ant i
Molektlen auf Monozyten mit einem im Verhéltnis von 1:1 mit PE konjugierter-Hiri-DR-
Antikérper konntedurch Vergleich der Fluoreszenzintensitaten die Anzahl von -BRA
Molekllen pro Monozyt bestimmt wendenachdem did-requenz deMonozyten Uber einen
PerCRCy5.5 konjugierten alCD14-Antikdrper bestimmt wurden.

Zu 50ul des auf Eis transportierten dn gelagerten EDTAVollblut wurden 20ul
Antikdrpergemisch gegeben; letzteres enthieltkBBjugierte HIA-DR-Antikdrper und PerCP
Cy5.5konjugierte Antikdrper gegen das aufobzyten exprimierte Molekul Cl. Nach 30
minutiger Inkubation im Dunkeln bei Raumteenptur wurden die Erythrozyten durch Zugabe
von 500ul FACSLysing Solution wahrend 15 Minuten erneuter Durkédubation bei
Raumtemperatur lysiert. Nach Zentrifugation (200 g) wurde der Uberstand verwadamach
Zugabe von 1ml FAC®uffer erneut zenfiigiert (200 g). NachAbsaugen desberstand bis
auf 100 p) war die Probe messbereit.

Phéanotypische Charakterisierung Antigenpréasentierender Zellen (APC) am LSR |l -
Durchflusszytometer

Die im Rahmen der vorliegenden Arbait den Visiten 1, 5 und@urchgefihrten Farbungen zur
Charakterisierung Antigeprasentierender Zellen (APC) wurden am BD LSR- i
Durchflusszytometer gemessen. Das LSR Il ist mit drei Lasern der Wellenlangen 405 nm
(violett), 488 nm (blau) und 633 nm (rot) ausgestattet und erlaubtaitieolor-Messung. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit 8 Farbstoffen gearbeitet (siehe 6.1.4).

Mittels so genannter Compensat®eads wurden vor Messung der Patientenproben die
Gerateeinstellungen des LSR-Durchflusszytometers vorgenommen. Hierbei wurden zwei
Populationen von Mikropartikeln verwendet: eine Negativpopulation ohne
Bindungseigenschaften zur Darstellung des Hintergrundrauschens sowie eine Population mit
Bindungsegenschaften gegen Ma#sitikrper als Positivkontrolle. Die Positivpopulation
wurde entsprechend dem in der Studie verwendeten Farbeprotokoll fuir APC behandelt. Die als
Referenzwert gemessenen Negatmd Positivpopulationen erlaubten tber die FACS Diva
Software die Einstellung der Detektorenspannungen des Durchflusszytometers fur die
Emissionsspekiren der einzelnen Farbstoffe. Die auf diese Weise erstellten
Kompensationseinstellungen wurden fiir Miessung der Patientenprobé@mernommen.

In Einzelfallenwurde bei der Auswertung der Messungen eine N&mnpensation mit der

FlowJo Software durchgefihrt.
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Tabelle6: Antikérperg e mi s ¢ h -Mi AxMia)s ttEgrbungarP C

Antikorper Farbstoff Volumen [ul]
CD14 ECD 6

CD16 Pac.Blue 8

BDCA-2 APC 10

HLA-DR PerCP 10

CD33 PECy7

CD45 APC-Cy7

CD86 PE

CD40 FITC 10

Zu 100 pl des auf Eis transportierten und gefye EDTAVollblutes wurden 60uldes

angesetzten Antikdrpergemischs (siehe Tabeltgegben.

Nach 30minutiger Inkubation im Dunkeln bei 4°C wurde Probegemischt und 2 ml FAGS
Lysing Solution zugegeben. Hierauf folgte eine erneute Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur, um die Erythrozyten zu lysieren. Nach Zentrifugation (400 g) fimugenl

bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und nach Zugabe von 2 mlPAE& erneut fur 8
Minuten bei 4°C zentrifugiert (400 g). Nach Absangkes Uberstands bis auf 100wsér die
Probe messbereit.

3.2.5.3 FACS-Auswertung

Bestimmung der monozytaren HLADR-Expression

Durch Verwendung der QuantiBritealibrierung konnte ber eine 1:dQuantifizierung die
Vergleichbarkeit im Zeitverlauf (Standardisierung) und Quantifizierung der Molekule pro Zelle
erreicht werden. Hierbei weeth die mit einer jeweils definierten Anzahl von-RBlekilen
bestiickten vier Ted?opulationen gemessen und das Messergebnis der Molekulzahl der
jeweiligen Population zugeordnet.

Die Auswertung der Messergebnisse der PatieRteben erfolgte mit der Qua@alc-Software,
wodurch die als geometrischer Mittelwert ausgedriickte Zahl der gebundenerDRH.A
Antikorper pro Zelle ermittelt wurde.

Durch das beschriebene Verfahren wird ein hoher Grad an Standardisierung mit einem Inter

AssayVariationskoeffizienten 5% erreicht ®831
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Phanotypische Charakterisierung Antigenprasentierender Zellen(APC)

Die Auswertung der an deviisiten 1, 5 und S9am LSR I[IDurchflusszytometer gemessenen
Farbungen zur Charakterisierung der APC erfolgte mit der ek@adtware.

Untersucht wurden folgende Zellpopulationen: Monozyten und deren Subpopulationen
CD14'CD16-doppelt positiver Monozyten und CDT2D16-Monozyten sowie myeloide
(MDC) und plasmazytoide dendritische ZelleRDC). Jede dieser zur Gruppe der APC
gehdrenden Populationen wurde im Zeitverlauf unte-G8#~Therapie auf die Expression von
HLA-DR sowie der cestimulatorischen Molekiule CD40 und CD86 untersucht.

Zur ldentifizierung der einzelnen Zellpopulationen wurdelnfmlgender Strategie vorgegangen:

In einem ersten Schritt wurden nigjtanulozytare Leukozyten (=mononukleére Zellen) tber die
Mer kmal e AEmpeeLdDddnii sowie Ageringe Granul

identifiziert und auf diese Weise vondBiulozyten getrennt (sielidb. 4).

Innerhalb dieser mononukledren Zellen konnte daiber eine bei niedriger CDiExpression
gleichzeitig bestehende hohe CBB8pressiori die Subpopulation deviDC bestimmt werden
(sieheAbb. 5.

o |AT
1107 4 1x10°
. ] E
) ]
E;-:JI:I-::I—E = 10000
s E
) %
f.i.:f 1III[:ZII—E o 10004
= E = ]
E ] o
Y 1004 100 4
0o 04
e | Ik ek | T T T T - B Ly mLRLy | | Ty T T T T T :l
0 100 1000 10000 12107 0 100 1000 10000 1x10”
SEC-A PECy7-A:CD 33
Abbildung 4: Uber die hohe Express von Abbildung5: MDC zeichnen sictausdurch
CD45 bei geringer SSGitensitdt werder eine hohe Intensitat von G3 bei
nichtgranulozytare Leukayten idenffiziert schwacher Expression von CBb.

und zur weiteren Aus

Die Identifizierung von Monozyten gelang Uber die weitere Auftrennung monozytarer, nicht
MDC (siehe Abb. 6)gemald ihrer starken Oberflachenexpression desmyeloideflidielh-
Markers CD33. Weiter wurde Uber den Grad der Auspragung des-MbDiekils zwisclen
CD14'CD16'-doppelt positiven und CDI1€D16-negativen Monozyten unterschieden fisie
Abb. 6)
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Abbildung 6: CD33" Monozyten weden auf der Bsis unterschiedlich starker CBExpression irdie beiden
PopulationerCD14°16" und CD416unterteilt und getrennt ausgewertet.

Nichtmonozytare Zellen mittelgradiger CD4EXxpression, die gleichzeitig den
Oberflachenmarker BDCA in grof3er Anzahl tragemyurdenals PDC identifiziert (siehe Abb
7).

1x10° 3

CD 45

.02

-
[=]
=2
=
|

<Red 3APC Cy7-A=

0 100 1000 10000 1x10°
<Red 1 APC-A=: BDCA-2

Abbildung7: CD45" und BDCA-2 doppelt positive Zellen wden als Subpopulation vd?DCidentifiziert.

Nachfolgend wurde fir jede der identifizierten Zellpopulationen die Expression voRCHRLA
CD40 und CD86 an den Visiten V1, V5 und V9 gklsometrischer Mittelwertler jeweiligen
Fluoreszenzintensitat, die proportional zur Antigendichte/Zelle ist, dargestellt und statistisch

ausgewertet.

3.2.6 Funktionelle Charakterisierung Antigen-prasentierender Zellen(APC)
Zur Bestimmung der Funktion der APC bei Sepsispatienten mit Immuppanahter GMCSF
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bzw. Placebelherapie wurde im Rahmen dieser Arbeit jeweils an den Visiten 1, 5 und 9 eine
Stimulation mit Patientenvollblut durchgefuhrt. Stimuliert wurde mit bakteriellen Produkten
(PAMPSs), die Uber Bindung an spezifische TLR zur Aktney der APC fuhren.

Unter sterilen Bedingungen wurden jeweils 340HeparinBlutes mit 250 ul RPMMedium
sowie 10 ul des entsprechenden Stimulans versehen und die Ansatze ybiGB8aAmtvolumen

bei 37° fur 4 bzw. 24 Stunden inkubiert.

Nach Inkubatn wurde der Stimulationsansatz zentrifugiert (5000 rpm) und der Uberstand bei
80°C aufbewahrt. Die gebildeten Zytokine wurden im Uberstand mittels -G&hnik
gemessen.

Im Folgenden werden die verwendeten Stimulantien kurz beschrieben.

3.2.6.1 LPS

Das zur Grupe der PAMPs gehorendgpopolysaccharid (LPS) ist ein Endotoxin der auf3eren
Membran Grarmegativer BakterienNach Stimulation de€D14Molekils®®und Aktivierung
des Tolllike-Rezeptors (TLR) 4vird die Produktion preinflammatorischer Zytokine wie TNF
Udurch Monozyten und Makrophagemuziert™>**

Es wurde mit LPS der Endkonzentration 1@@ml fur 4h und 24h stimuliert.

3.2.6.2 Pam3Cys

Die Zellwande Granpositiver Bakterien enthalten Lipoteichonsauren,atsePAMP von TLR2
erkannt werden. Pam3Cys ist ein synthetisches Lipopeptiddetasuf Monozyten unDC
exprimiertenTLR-2 stimulierf? und zurProduktion preinflammatorischer Zytokinéihrt.>®

In der vorliegenden Arbeit wurde Pam3Cys in einer Endkonzentration vqrg/Ql fur die

Stimulationen Uber 4h und 24h verwendet.

3.2.6.3 CpG-DNA

TLR-9 ist intrazellular inPDC lokalisiert. Die Aktivierung von TLRO erfolgt durch DNA mit
Regionen unmethylierter CpBinukleotidé*? oder durch virale Stimuli*® Die so aktivierten
PDCproduzieremeben anderen Zytokinen vor alléfN-UundIL-8.1*

Es wurde mit CpGA-DNA (CpG 2366)der Endkonzentration 3@g/ml fur 24h stimuliert.

3.2.7 Monozytare ex vivo TNF-U-Sekretionskapazitat

Die Messung der monozytaren TNFProduktion nachex viveStimulation mit LPS ist im
Institut fur Medizinische Immunologie als Standardtest zur Erfassung der Mondzayt&tion
etabliert; dieser Test wurde im Raen der Studie an jedem Visitentag durchgefihrt.

Fur diese Stimulation wurden ausschlieRlich Endotdeere, einzeln verpackte Materialien
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(Reaktionsgefal3e, Pipettenspitzen) verwendet. Zu vorbereitetenul5@ner LPSLOsung
wurden 50 ul HeparuBlutesgegeben und der Ansatz in einer Endkonzentration von 500 pg/ml
LPS fiir 4 h bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation (1000 g) wurde der Uberstan803€i

gelagert, bis zur spateren Messung im Immifiystem.

3.2.8 Bestimmung humoraler Faktoren mittelsAEn z ymenked | mmunosor ber
(ELISA)

Das im EDTAPatientenplasma vorliegende GOBF wurde mittels ELISA'echnik gemessen.
Der ELISA ist ein géngiges Prinzip in der medizinischen Diagnostik und Forschung zur
quantitativen Detektierung geloster Stoffe. Vietedes Verfahrens sind die extrem niedrige
Nachweisgrenze, die gute Standardisierbarkeit und Reproduzierbarkeit sowie die einfache
Durchfuihrung.
Grundlage eines jeden ELISA sind drei chemipblgsikalische Prozesse:

1 Adsorption eines Antikorpers oder Ageins an eine Festphase

1 Spezifische Bindung von Antikérper und Antigen

1 Enzymatische Nachweisreaktion.

Es wurde das ELISAKit von R&D (Quantikine® Human GMCSF ELISA) verwendet. Die
Durchfuihrung erfolgte geman den Herstellerangaben:

96-well-Mikrotiter-Platen mit gegen GMCSF gerichtetem Primarantikdrper wurden mit
Blockpuffer beschichtet, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Danach wurden die zu
untersuchenden Plasmen auf die Platten gegeben, wobei es zur spezifischen Bindung des
Antigens (GMCSF) mt dem an die Festphase gebundenen Antikérper kommt. Durch Zugabe
eines biotinylierten Sekundarantikérpers, der dasG3#Molekil an einem zweiten Epitop zu
binden ver mag, ent st ekbomplex das Zieimplpkiil svied ivan oberAuBda n d w
unten dirch Antikérper umschlossen. Andieffiend zugegebene Meerrettiekroxidase (HRP)

bindet den BiotirRest des Sekundarantikorpers. In der enzymatischen Nachweisreaktion wird
Tetramethylbenzidin (TMB) durch die HRP proportional der gebundenen Antigenmenge zu
einem farbigen Substrat umgesetzt. Mit Hilfe einer Standardkurve bekannter Konzentrationen
konnte anhand der bei 450 nm bestimmten Absorption im ElRB#&enreader die GNISF
Konzentration gemessen werden.

Die Nachweisgrenze fur GMISF lag bei 3 pg/ml.

3.2.8.1 Bestimmung humoraler Faktoren mittels Immulite
Der I mmuliteE (Siemens Healthcare -Fystengdam st i
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auf dem Prinzip des Festphagehemilumineszenimmunoassay beruht (vgl. Kapitel 3.2.8
ASandRuiicthzi pfi Dueck daglmhuBté&ystem konnen mit geringem Zeitaufwand
und hohem Standardisierungsgrad verschiedene Parameter gemessen werden.

Als Festphase dienen Polystyrolkugeln, die mit dem gegen das jeweilige Zytokin gerichteten
spezifischen Antikdrper beschichtesind. Die alkalische Phosphatase ist das an den
Sekundarantikorper gekoppelte Enzym, welches das Substrat Adamanthyldioethanphophat
(AMPPD) in ein instabiles Anionenzwischenprodukt umsetzt. Hierbei wird ein Photon
freigesetzt, was wiederum durch einenofmultiplier detektiert wird. Entsprechend dem
ELISA gilt auch hier die Proportionalitdt zwischen detektierter Lumineszenz und gemessenem
Zytokin.

Innerhalb der vorliegenden Studie wurden durch das Relgber des Instituts die taglichen
BlutplasmaRoutineParameter It6 (in EDTA-Plasma) und 10 sowie TNFU ( bei de
HeparinPlasma) mit diesem System gemessen. Ebenso durch das IrfBystiéen wurde in der
LPS-Ex vivo-Stimulation produzierteENF-Ubestimmt

Die Nachweisgrenzen waren >2 pg/ml fir6lund >5pg/ml fur TNFU, IL-8 und 1L-10.

3.2.8.2 Bestimmung humoraler Faktoren mittelsCytometric Bead Array (CBA)

Der CBATest (BD Biosciences) verbindet das Farsazip des ELISA mit der hohen
Sensitivitat der Durchflusszytometrie und erlaubt die parallele Bestimmung von 6 Zytokinen bei
nur geringem Bedarf an Probenvolumen. Im Rahmenvdeiegenden Arbeit wurdemlie
Zytokine 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12 (bioaktives p70), MP-la, MCR1 und TNF-U i m
Kulturlberstand nach 4 bzw. 24 Stundgmmessen.

Als Festphase der Bindungsreaktion dienen so genannte Beads. Beads sind kleine Partikel, die
mit spezifischem Antikdrper bekichtet sind und sich in Losung befinden. Ihnen wird der die zu
messenden Zytokine enthaltende Stimulationsiiberstand beigeben. Der Ansatz wird nun mit
einem Phycoerythrin (PE}konjugierten Sekundarantikérper inkubiert, wobei sich ein

A S a n d aomplexffamt (vgl. das in Kapitel 3.2.8 beschriebene ELIBAnzip). Da sich die

Beads in Losung befinden, reicht ein geringes Probenvolumen aus.

Die Messung erfolgte am FACSCalibmit Hilfe der CellQuesEoftware.Die Nachweisgrenze

lag beil0 pg/ml.

3.2.8.3 Bestimmungvon Procalcitonin (PCT) mittels PCT-LIA

Zur taglichen Bestimung der PCIPlasmadvel wurde ein kommerziell verfigbaread nach
dem ELISAPrinzip (vgl. Kapitel 3.2.8) funktionierendesnmunoluminometrisches Assay
(PCT-LIA, BRAHMYS) verwendet. Bei der nachelstellerangaben durchgefuhrt#lessung lag
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die Nachweisgrenze b80 pg/ml.

3.3 Statistische Auswertung

Um eine 80%ge Erholungsrate (Erh6hung des monozytaren HRA von <8.000 auf >15.000
Molektle/Zelle) in der GMCSFGruppe gegen eine Spontanerholungsrate von 30% in der
PlacebeGruppe in der vorliegenden Interventiof&udie mit einer 80%gen Teststarke

( A p o vt eifieln zweiseitigep-Wert von 0.05 erfassen zu kénnevar der Einschlusson

19 Patienten je Behandigsgruppean6tig. Eine Interimsanalyse wurde nicht durchgefuhrt.

FUr die statistische Datenanalyse und Darstellung der Daten wurden MedCalc 9.0.1, SPSS 16.0,
MS Excel und MS PowerPoint benutzt.

Zur statistischen Datenauswertung wurdennpch Eignungeine univariate Varianzanalyse
(analysis of varianceANOVA) fur wiederholte Messungerder Student’s-Test sowie der
Fisher’s exakter Test verwendet. Der MaNhitney-U-Test wurde flr unabhangige Stichproben
verwendetSubgrupperAnalysen wurden als univariate Varianzanalysen (ANOVA) mit Fisher’s
post hoeTest durchgefuhrt.

Samtliche vorhandenen Daten wurden mit dem Kolmog&mwrnovTest auf Normalverteilung
geprift. Nicht normal verteilte Datensatze wurderatdggmischtransfomiert.

Alle Ergebnisse bezieheick auf die intentiorto-treat (ITT)-Population und sind, sofern nicht
andersvermerkt als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.

Ein p-Wert <Q05 wurde als signifikangewertet
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

Im Rahmen dervon September 2005 bis Dezember 2006 durchgefiihrten randomisierten, doppel
blinden, Placeb&ontrollierten Studie wurden insgesamt 135 Patienten, welche die klinischen

Diagnosekriterien der schweren Sepsis bzw. des septischen Schocks erfillfafnabme in

di e Studi e gepr ¢ft (AScreeningif) . Zudem
Routinemonitorings auf das Vorliegen einer Immunparalyse geprift (siehe Kapitel 3.2.1).

Tabelle7: Charakteristika der Population von Placebod GM-CSFGruppe bei StudienbeginNach: Meisel,
2009

Parameter Placebo GM-CSF p-Wert
n=19 n=19
Studienzentrum 1 (chirurgisch) 7
Studienzentrum 2 (an&sthesiologisch) 4
Studienzentrum 3 (internistisch) 8 11
Alter (Jahre)* 65.3t14.2 64+13.6 ng
Geschlecht (w/m) 4/15 3/16 ng’
Body Mass Index * (BMI) 26.4+4.8 27.4:6.3 ng
Chirurgischemhedizinische Pati¢an 11/8 11/8 ng
septischer Schock bei Aufnahme in die Stud 10 11 ng’
APACHE Il V1* 22.5+6,6 21.3t6,1 ng
SAPS I Vi 45.6x13.4 38.8 £8.9 ng
SOFA V1* 9.5+3.7 7.2£4.0 ng
Zeit auf ITS bis zum Studieneinschluss 8.47+8.9 6.0+3.3 ns?
(Tagey

* Mittelwert+ Standardabweichungns: nicht signifikant. ITS: Intensivstation

3 Student’s-Test fir unverbundene und gepaarte Probexakter FishelT est

Samtliche Patienten, die in Abwesenheit jeglicher Alssskriterien (siehe Kapite3.2.1)
zudem die Einschlusskriterien erflllten, wurden in die Studie aufgenommen, setdtisk B8
(kaukasische) Patienteverteilt auf drei Intensivstationen (ITS) (19 Patienten auf internistischer
ITS, 15 Patienten auf chirurgischer ITS, 4 Patienten auf anasthesiologischer ITS) der Charité
Universitatsmedizin Berlin, eingeschlossen warkennten.

Beide Studiengruppen waren hinsichtlich Alter, Geschlecht, Body Mass Index (BMI) und
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Schweregradler Sepsis (APACHE 1l, SAPS Il und SOFA; alle p>0,05) vergleichbar zusammen
ge=etzt (sieheTabelle 7) Weiterhin zeigten sich keine signifikantemtgrschiede in Bezug auf
Komorbiditden zwischen beiden Studiengruppen: arterielle  Hypertension (58%),
Hyperlipoproteinamie (34%), Diabetes mellitus (32%), Chronisch obstruktive Lungen
Erkrankung (COPD; 21%), Koronare Hdfrankheit (18%) und chronischeiddeninsuffizienz,
mindestensStadium Il (18%).

Auch im Bezug auf Ort und Art des infektibsen Fokus ergab sich eine ahnliche Verteilung
innerhalb der beiden Studiengruppen; die dominanten SEépsisvaren Pneumonie (Placebo:
n=10, GMCSF: n=11) und Peritonitis (Placebo: n=5, @MF: n=6). Aus atiologischer
Perspektivedominierten in beiden Gruppen Grausitive Erreger (Placebo: n=5, GESF:
n=9) und Granpositive/Gramnegative Mischinfektionen (Placebo: n=4, @b&F: n=9). Eine
Ausnahme stellte die ungleiche Verteilung von Infektionen durch Gegative Erreger dar
(Placebo n=7, GMCSF n=1; p= 0,042kiehe Tabelle .8

Tabelle8: Atiologie der Infektionen von Pianten der Placebaind GM-CSFGruppe bei Studienbeginn.

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

Pathogene

Gramnegativ 7 1 p= 0042

Gram-positiv 5 9 ng

Grampos./negMischinfektion 4 9 ng
Pilze 2 1 ng
kein Keimnachweis 1 0 ng

ns= nicht signifikant ®exakter Fishefest

4.2 Patienten-Allokation, Randomisierung und Behandlungsschema

Screening und Randomisierung der Studienpatienten erfolgte nach dem in Abb. 8 gezeigten
Schema.

Ein Patien der VerumGruppe (GMCSF) verstarb am 8Studientag.Bei zwei Patienten der
PlacebeGruppewurde die Prapardbabe vorzeitig abgebrochen: eine Rdire wurde am3.
Studientag entblindet, da eine akut aufgetretene Linkdhetdfizienz initial als eine mogliche
schwere Nebenwirkung (SAE) interpretiert wurde; ein weiterer Patient der Pi@cappe

erhielt nach einer NotfaNerlegung vom 6. Studiergean keine weitere Gabe des Praparates (=
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Protokdl -Verletzung)
Wahrend die Intentimto-treat (ITT)Population 38 Patienten beinhaltete, umfasste die Per
protocol (PP)Population folglich nur 35 Patienten (siehe Abb. ®ie im Folgenden

dargestelitn Ergebnisse beziehen sich auf die-Hdpulation.

Patienten-Screening (n=135)

Ausschluss (n=97):
30 keine IP, 28 NPL, 14 Tx, 11 AMI, 5 Steroide,
3 moribund, 2 CPR, 1 HIV, 3 keine Einwilligung

Studieneinschluss und

Randomisierung (n=38)

v v
Placebo (n=19) GM-CSF (n=19)
ITT-Population ITT-Population
n=2 ausgeschlossen:
n=1 ausgeschlossen:
1 vermutete SAE (V3) D —P
verstorben (V8)
1 Protokoll-Verletzung (V6)
A 4 A 4
n=17 PP-Population n=18 PP-Population

Abbildung 8: FlussDiagramm der Patientefllokation und -Randanmisierung der StudieBruppen.
IP=Immunparalyse, NPLNeoplasie, Tx=Transplantation, AMI=akuter Myokardinfarkt, CPRardio-pulmonale
Reanimation, ITT=intentiomo-treat, PPperprotocol Nach: Meisel, 2004

4.3 Haupthypothese: Monozytare HLADR-Expression

Die monozytare HLADR-Expression als Ausdruck der Immunkompetenz gaWwohl als
Einschlusskriterium (Immunparalyse bei <8.000 HDR-Molekiile/CD14-Monozyt) wie auch

als primarer Endpunkt (Erholung von der Immunparalyse #5.000 HLADR-
Molekiile/CD14-Monozy) der vorliegenden Studie. Der Parameter wurde an dereNigit bis

V9 téglich bestimmt (siehe Kapitel 3.2.5.2.).

Die Gesamtpopulation zeigte zu Studienbeginn an V1 eine dem Zustand der Immunparalyse
entsprechende deutliche Suppression der HHIEAExpression, wobei zwischen den beiden
Behandlungsgruppen kein sigkanter Unterschied bestand (GOBF: Mittelwert 5659
mADb/Zelle, Standardabweichung+/- 3332 Placebo: Mittelwert 5609 mAb/Zelle;
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Standardabweichung- 3628 MannWhitney-U (MWU); p= 0.986).

Im Studienverlauf zeigte sich erstmalig an Visite 2 (24 h nach der erstmaligen PGaplaeahn
Visite 1) in der GMCSFGruppe gegeniber der Placekontrolle ein hoch signifikanter
Anstieg der mittleren HLADR-Expression (MWU; p< ©01).

3
100x10 —8— GMCSF

—O— Placebo

*k%k *kk kkk *kk  kkk *kk  kkk *k*k

80x10°

60x10° -

40x10°

monocytic HLA-DR (mAb/cell)

20x10°3 A

tagliche Praparababe *** n<0.001, MannWhitney U

Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der monozytaren HL-BR-Expression (geometrischer Mittelwert) in beid

Studiengruppen vor (AL und 0) und nach (V1 bis V8) tagliah&abe von 4 bzw. 8ug/kg/d r@M-CSF und
Placebo. Referenzbereich >15008b/Zelle. Nach: Meisel, 2008*°

Dieser Effekt warstabil wahrend des gesamten Behandlungszeitraum¥/igite 5(GM-CSF:
43676 +#24517mAb/Zelle.Placebo: 7814+/-5787 mAb/Zelle MWU; p< 0.001) und an Visite

9 (GM-CSF:50907 +/28568 mAb/ZellePlacebo: 10426/-8424 mAb/Zelle MWU; p< 0001
konnte in der GMCSFGruppegegenuber der Placelikontrolle ein hoch signifikanter Anstieg
dermittleren HLA-DR-Expression nachgewiesen werden.

Am Ende der Nachbeobachtungsphase (V28) wurden bei den kontrollierten Patienten (Placebo:
n= 7, GMCSF: n= 6) sowohl in der GM'SF als auch in der Placel®ruppe Werte der HLA
DR-Expression im Normbereichemessen; allerdings unterlagen diese Werten einer hohen
StandardabweichungGM-CSF: 20106 +/13208 mAb/Zelle Placebo: 20877 +/ 10511
mAb/Zelle. MWU; p> 005).

Die graphische Darstellung des HIPR-Verlaufsbeider StudiengruppezeigtAbb. 9.

55



4 Ergebnisse

Nur zwei Patienten der GMCSFGruppe erreichten an Visite 5 keine Erholung aus der

| mmunparal yse ©ORMolekile/fD1d-Monozy. Daraufhin erfuhren sie laut
Studienprotokoll eine Dosiseskalation des Praparates auf 8ug/kg/d und erreichten damit eine
Normdisierung der HLADR-Expression. In der Placel$éruppe normalisierte sich die HEA
DR-Expression wahrend des Behandlungsintervalls nur in drei von 19 Patidfitéd; (p<

0.001).

4.4 Sekundarhypothese: LPS induzierte TNFU-Produktion

Die monozytareTNF-U-Produktbn als funktioneller Parameter der MagtenKompetenz

wurde an den Visiten V1 bis V®%glich mittels eines etablierten Standardtestverfahrens
gemessen (sielieapitel 32.7).

Bei erstmaliger Messung an V1 zeigte sich in der Gesamtpopulation Sippressin
(Referenzbereich des l nstituts f ¢der TNFRUd i zi n
Produktion (224,69 +/18656 pg/ml), wobei sich zwischen den beiden Behandlungsgruppen

kein signifikanter Unterschiethnd (Placebo: 2286 pg/ml +f 20091 pg/ml. GMCSF: 22339

+/- 177.42 pg/ml. MWU; p= 0685).

2500
*% * *% *%* * I GMCSF
2000 B —O— Placebo
= 1500 - )
D
R
©
z
£ 1000 -
500 -
0 T T T T T T T T T T T T
i1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 28
Visit
tagliche Praparatgak * p<0.05; ** p<0.01, ManAWhitney U

Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der LP$nduzierten monozytaren TNB-Produktion in beiden Studiengruppe
Referenzbereich O 300 pg/-@5F,sieht\plp9. NakheMeise®®008'thodus v on
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Die graphische Darstellung degerlaufs der TNFU-Produktion beider Studiengruppeeigt

Abb. 10.Im Studienverlauf zeigte sich erstmalig an Visite 2 (24 h nach der erstmaligen Rraparat
Gabe an Visite 1) ider GMCS--Gruppe gegeniber der Placebontrolle ein signifikanter
Anstieg derTNF-U-Produktion (MVU; p< 001), dese signifikanten Unterschiedwaren bis
einschlief3lich Visite 6 (MWU; p< 005), alsowahrend der ersten 5 Tage unter Therapie
beobachten.

4.5 Veranderungen im Differentialblutbild

Die Bestimmung des Differentialblutbildes wurde taglich durch das Reutiher des Instituts

fur Medizinische Immunologie durchgefuhrt.

An V1 zeigte sich kein signikanter Unterschied in der Anzahl neutrophiler Granulozyten beider
Behandlungsgruppélacebo 10.55 +£3.91 Gpt/l; GM-CSF:14.92 +£ 5.56 Gpt/l).

Nach Therapiebeginn lieRen sich vor allem bei neutrophilen Granulozyten und Monozyten

signifikante Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen feststellen.

4.5.1 Neutrophile Granulozyten

Der unter GMCSFTherapie bereits 24 Stunden nach der Erstdosis nachweisbare Anstieg der
Zahl der neutrophilen Granulozyten auf einen Mittelwert vo28/- 9.12 Gpt/l (Placebo: 94

+/- 3.67 Gpt/l) fand sich bereits an V2 und lieB sich wahrend des gesamten
Behandlungszeitraums konstatiefsiehe Abb. 11)das Signifikanzniveau wan V2 p< 001,

von V3 bis V9 (MWU; p< 0.00).
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Neutrophile Granulozyten

40
30 4
-
j=1
O
= 204
<
©
N
o
N
10
0 T T T T T T T

Visite
Abbildung 11. Zeitlicher Verlauf der Population neutrophiler Granulozyten b bis V9 in beiden
Studiengruppen3- Placebo,-6- GMCSF.** p<0.01, *** p<0.001, MWU -Test. Referenzbereich 385 Gpt/I.
Applikationsmodus GMCSF, siehé\bb. 9.Nach: Meisel, 2008
4.5.2 Monozyten
Auch Monozyten §iehe Abb. 12) stiegenerwartungsgemafin der GMCSFGruppe im

Monozyten
3,0

R R Rk R R

25

20

Monozyten (Gpt/L)
n

0.5

D,D T T T T T T T T T

Visite

Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der Monozyten an V1 bis V9 in beiden StudiengrupfgnPlacebo,-0-
GMCSF. * p < 0.05** p < 0.001, MWU-Test. Referenzbereich@5 Gpt/l. Applikationsmodus GMCSF,
sieheAbb. 9. Nach: Meisel, 200$™
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Vergleich zur PlacebGruppe an. Beginnend an V4 war dieser Trend signifikant bis zum Ende
des Behandlungszeitraums. An V4 lag tHenozytenkonzentration der GKISFGruppe bei
einem Mittelwert von 1.05 +0.43 Gpt/l, in der Placeb@ruppe bei 0.70 +0.20 Gpt/l.

4.5.3 Lymphozyten

Bei Studienbeginn an Visite V1 wurde in beiden Behandlungsgruppbei einer gultigen
Normgrenzwert von 2.1 Gpt/li eine Lymphopeniebeobachtet (GMCSFGruppe 0.82+/0.62
Gpt/l und Placebd&ruppe 0.64 +/0.44 Gpt/l; p> 0.05).

4.5.3.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten(siehe Abb. 13der GMCSFGruppe zeigten wahrend der Visiten V2 bis V7
einen tendenziellen Anstieg iWergleich zu einer persistierenden ausgepragtegriphopenie

in der Placebdsruppe. An den beiden letzten Visitentagd8 und V9 unter GMCSFTherapie
erreichte der Unterschied beider Behandlungsgruppen Signifikanzniveau (p< 0.05Tii$tjU

In beiden Guppen blieben die Zellzahlen, mit Ausnahme der-GSFGruppe am letzten

Studientag V9, untealb des unteren Normwertes
T- Lymphozyten

20

Zellzahl (Gpt/L)

D,D T T T T T T T T T

Visite
Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der TLymphozytenPopulation an V1 bis V9 in len Studiengruppen. - -

unterer Normwert;:3- Placebo; -6- GM-CSF; * p<0.05, MWUTest. Applikationsmodus GMSF, sieheAbb. 9.
Nach: Meisel, 2004

4.5.3.1.1 CD4"- und CD8'-T-Lymphozyten
Ahnliches gilt fir die Subpopulatien CD4- und CD8-T-Lymphozytengiehe Abb. 14 und

Abb. 15). Bei auch hier im Zeitverlauf nahezu konstanten Zellzahlen innedbalPlacebo
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Gruppe finden sich aber signifikante Anstiege der jeweiligen Populationen in der-GFuppe
(p< 0.05, MWUTest).

CD4+ Lymphozyten

1.2
w * w
10
- 0,5 4
=
[eX
e
= 06 4
©
N - —
©
N 04
0,2 4
D,D T T T T T T T T T

Visite

Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der CD4T-Lymphozyten an V1 bis ¥ in beiden Studiengruppen- - unterer
Normwert; -3- Placebo;-6-GM-CSF; * p<0.05, MVU-Test. Applikationsmodus GMSF, sieheAbb. 9. Nach:
Meisel, 2009*°

CD8+ Lymphozyten
0,60

0,45 4

0,30 4

Zellzahl (Gpt/L)

013 4

0,00 - : r : : : T T T

Visite
Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der CD8T-Lymphozyten an V1 bis V9 ibeiden Studiengruppen:- - unterer
Normwert;-3- Placebo:-6-GM-CSF; * p<0.05, MVU-Test. Applikationsmodus GMCSF, siehd=igur Abb. 9.
Nach: Meisel, 2004

Im Hinblick auf Absolutwerte wurde in der GKRISFGruppe eine Normalisierung der
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Lymphozytenzahl festgestellt; CD4ymphozyten erreichten normale Zellzahlen gegen Ende
der Beobachtungsperiode (ab V8); CRmphozyten zeigtereine deutliche Erholungnter

GM-CSEFE auch wenn normale Zellzahlen nicht erreicht werden konnten.

Subpopulationen von FLymphozyten
Die Untersuchungen zum Verhaltemiterer Flymphozytarer Subpopulationen unter G36F
Therapie waren Gegenstand einer aedékrbet und werderdaherhier nicht dargestellt.

4.5.3.2 B-Lymphozyten und NK-Zellen

Im Vergleich zu den bei Studienbeginn deutlich reduzierten Frequenzen-ldenphozyten
fanden sich bei Studienbeginn in beiden Behandlungsgruppen normale Frequenzen fur CD19
B-Lymphozyten (Normwert: 0-0.4 Gpt/l. GMCSFGruppe: 0.14 +/0.14 Gpt/l, Placebo
Gruppe: 0.12 +/0.06 Gpt/l; p> 0.05). Auch die Frequenzen von-Ké&len lagen in beiden
Studiengruppen bei Studienbeginn nur knapp unter dem Normwert (NormweeL40Gpt/I.
GM-CSFGruppe: 0.09 +/0.07 Gpfl, PlacebeGruppe: 0.07 +/0.06 Gp/l; p> 0.05).

Weder fur BLymphozyten (siehe Abb. 16) noch fir N&llen (siehe Abb. l)7fanden sich
unterGM-CSFTherapie signifikante Unterschiede zwischen den beiden Beh@sdiwppen.

B- Lymphozyten

1,2
1,0 1
0,5
)
=
[oR
O 05+
N—r
<
R
= 047
(]
N
0,2 1
0,0

Visite
Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der BLymphozyten an V1 bis V9 in beiden Studiengruppen. Kein signifikanter

Unterschied der Zellzahl- - - unterer Normwert; -3- Placebo; -6- GM-CSF; p 0.5, MWU-Test.
Applikationsmodus GMCSF, siehé\bb. 9.Nach: Meisel, 2008*°
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NK- Zellen

0,20

0,25 4

0,20 4

Zallzahll (Gnt/1

Visite

Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der Naturlichen Killer (NKXellen an V1 bis V9 in beiden Studiengruppen. Ki
signifikanter Unterschied der Zellzahl.- - unterer Normwert:3- Placebo -6- GM-CSF; p> 0.05, MVU-Test
Applikationsmodus GMCSF, siehé\bb. 9.Nach: Meisel, 2008*°

4.5.4 Thrombozyten

Die Hohe der Thrombozytenzahl in beiden Studiengruppen unterschied sicler vzeon
Zeitpunkt des Studieneinschlusses an Viadébo: Mittelwert 167.9/nl + 109.8; GI@SF:
235.0/nl £ 132.8; p>0.5) noch zu folgenden Zeitpunkten; Graphik nicht gezeigt. Der

Referenzbereich unseres Labors liegt bei460 /nl.

4.6 Zirkulierende inflammator ische Mediatoren

Losliche Mediatoremvie Interleukin (IL}6, 1L-10, TNFU , PCT -C®FdwerdMin der
Sepsisdiagnostik als Surrogatparameter der systemischen Entzindungsreaktion verwendet.
Quantitative Untersuchungen dieser inflammatorischen Mediatoren haben zeigen kdnnen, dass
ihre Plasmgsiegel prognostische@harakter in der Sepsis haben (siehe Kapitel 5.3).

Die genannten Parameter wurden taglich gemed3an Messergebnisse sind in Tabelle 9

dargestellt.
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Tabelle 9: Plasmakonzentrationenvon GM-CSF und inflam€mmataischen Mediatoren in beider
Behandlungsgruppen im Verlawtwischengruppenalyse realisiert mit MWUWrest; Innergruppenalyse mit
ANOVA. Nach: Meisel, 2008"

Zwischen-Gruppen
Referenz o o o p-Wert p-Wert
) Gruppe Visite 1 Visite 5 Visite 9
bereich V1vs V9
Vi V5 V9
ns ns ns
IL-6
<5 GMCSF  147.2+256.5 87.4+164.5 263.6+240.7 ns
(pg/ml)
Placebo 78.61144.9 116.8+230.9 190.3+339.0 ns
ns ns ns
IL-10
<5 GMCSF  27.4+64.9 22.9+44.4 26.4+52.6 ns
(pg/ml)
Placebo 17.8+19.5 12.8+9.5 16.0+£19.6 ns
ns ns ns
TNF-U
<10 GMCSF 12.7+4.4 11.6+5.8 20.9+135 p=0.02
(pg/ml)
Placebo 22.3+22.2 18.3+15.2 22.0£16.7 ns
ns ns ns
PCT
<0.5 GMCSF  17.3#43.8  5.3+14.2 5.242.1 (p=0.13)
(g/l)
Placebo 8.7+18.2 3.1+6.0 4.4+9.4 ns
ns p= p=
0.05 0.03
GMCSF
<2.5 GMCSF  2.1#2.2 40.3+77.1  25.5%62.9 (p=0.12)
(pg/ml)
Placebo 2.1+2.0 19124 1.8+1.4 ns

4.6.1 Messung vonlL -6 im Plasma

An V1 zeigten sich fur IL-6 tendenziell hoherd’lasmaspiegel in der GK@SFGruppe die
Ausgangswertenterschieden sich jedostatistischnicht signifikant zur PlacebGruppe Auch
im Verlauf fanden sich keine signifikarmeUnterschiede fur I£6 zwischen beiden Gruppen
(siehe Tabelle @

4.6.2 Messung vonlL -10 im Plasma

Bei erstmaliger Messung an V1 zeigwchauch fir die Plasmalevel des aimfilammatorischen
IL-10 tendenziell hoherAusgangswerte in der GMLSFGruppe (siehe Tabelle 9)die
Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch im Verlaufsigrifikant.
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4.6.3 Messung von Procalcitonin(PCT) im Plasma

Bei erstmaliger Messung an V1 zeigtgch fir die Plasmalevel von PCadbenfalls tendenziell
hohereAusgangswerte in der GBBFGruppe (GMCSFGruppe:17.343.8 ug/l vs. 8.7+18.2
pg/l in PlacebeGruppe, p>005). Im Studienverlauf ergab sich in beiden Gruppen ein Abfall der
PCT-Spiegel, der allerdings in der GRISFGruppe starker ausgepragt wsiehe Tabelle 9

4.6.4 Messungvon NF-U i m Pl as ma

Wahrend sich innerhalb der GRISFGruppe im Verlauf der Immundénapie ein moderater
Anstieg der gemessenen TNFSpiegel feststellen lieR (V1 vs. V9; p=0.02), zeigte der Verlauf
in der Placebdruppe keine Anderung der Hohe der Plasmaspiegel (siehe Tabelle 9).
Allerdings fand sich nach Therapinde an Visite 9 keisignifikanter Unterschied zwischen
beiden Studiengruppen (MWTest; p>0.05). Einschrankend muss hier erwahnt werden, dass
bereits bei Messung an \Hicht-signifikant héhereAusgangswertdiir TNF-Uin der Placebo
Gruppe gemessen wurden (Placebo: 22.3+ggal vs. GMCSF:12.7+4.4pg/ml).

4.6.5 Messung vonGM-CSF im Plasma

Zu Studienbeginn wurden in beiden Behandlungsgruppen identische Werte flr Plasmaspiegel
des Wachstumsfaktors GRISF gemessertErwartungsgeméaRam es innerhalb der GI@SF

Gruppe zu einem sigiikianten Anstieg der GMCSFPlasmaspiegel unter Therapie bis zu Visite

5 (Ausgangswert V12.1+2.2pg/ml vs. V5:40.3+77.1pg/ml; p<0.04); in der Placeb@ruppe
(AusgangswerW/1: 2.1+2.0 pg/ml)ergab sich kein Unterschied in der Hohe der Plasmaspiegel

wahrend der Behandlungsperiode.

4.7 Phanotypische Charakterisierung Antigenprasentierender Zellen (APC)

Neben der taglichen Bestimmung und #estung diagnostischer Routineparameter wurden an
den Visiten 1, 5 und 9 durchflusszytometrisch verschiedd?@ hinsiclilich ihrer Frequenz
(angegeben als Zellen/ul bzw. Zellen/nhd Expressiowon Oberflachenmolektilen (angegabe
alsmean fluorescence intensitFI) untersuch{siehe Kapitel 3.2.5.2 und 3.2.5.3).

Die Frequenzen folgend&ellpopulationenin Vollblut wurden im Zeitverlauf unter GMCSF
Therapie vs. Placebo untersuchGesamiMonozyten und die Subpopulationen der
CD14°CD16 -doppelt positiva Monozytenund CD14CD16-Monozyten sowie myeloide und
plasmazytoide dendritische ZellefMDC und PDC). Jede dieser zur Gruppe dé&PC
gehdrenden Populationen wurdeidem auf die Expression von HLB®R sowie der co
stimulatorischer©berflachenmolekile CD40 und @Bim Zeitverlauf unter GMCSFTherapie

untersucht.
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4 Ergebnisse

4.7.1 Monozyten

Die GesamiMonozytenpopulatiorzeigte unter GMCSF eine signifikante Zunahngegentber
Placebo; vergleiche Kagit4.5.2 und Abb. 12.

Veranderungen in der Frequenz der CO416( Ak | a s sMomozytereimd iCP14CD16 -
doppel t poisnftliamemat(drpirsochenifi) eddemdamestellen wer d.

4.7.1.1 CD14°'CD16-( Ak | a s)Mbneayténe fi

Die Subpopulation CDI£D16-Monozyten zeitg unter GMCSF eine signifikante Zunahme
an Visite 5 gegenuber der PlaceBouppe MWU; p<0.05). Im InnergruppesVergleich an
Visiten V5 (ANOVA; p<0.05) und V9 (<0.00) wurde eine signifikant erhdhte Zellzahl
gegenuber V1 innerhalb der GB®ISF Gruppe festgestellt; siehe AbB.(R) und Tabelle 10.

Neben Messung der Zellzahl wurden die Expression deticmlatorischen Molekile CD40
und CD86 sowie die Expssion von HA-DR als Parameter fur funktionelle Aktivitat detektiert.
Fir CD40 ergab sich unter GRISFTherapie im Vergleich zu Placebo ein hoch signifikanter
Anstieg der Expression an Visite $=0.001), an Visite V9 wurde kein Signifikanzniveau
erreich. Im InnergruppefVergleich an Visiten V5p<0.001)und V9 < 0.001) konntesine
deutlich signifikant erhohte Expressi gegenuber V1 innerhalb der GBBFRGruppe
festgestellt werden; siehe Abl8 (B) und Tabelle 10

Auf die Expresion von CDB86 konnteein signifikanter Effekt durcieM-CSFTherapiean Visite

V9 (p<0.05) gegentiber Placebachgwiesen werden. Der Innergruppenvergleich an Visiten
V5 und V9 gegenilber Visite V1 zeigte in beiden Behandlungsgruppen eine signifikante
Erhohung der CD8&xpressiondas Signifikanzniveau lag fur die GRISFGruppe in beiden
Fallen Uber dem ded&ebeGruppe (p<0.001 fur GMCSF, p< 0.05 fur Placebo); siehe Abb. 18
(C) und Tabelle 10

Fur HLA-DR zeigte sich unter GMCSFTherapie im Vergleich zu Placebo ein hoch
signifikanter Anstieg der Expression wahrend des Studienintervalls (Visibed5Visite 9
p<0.01). Ebenso zeigte deénnergrupperVergleich an Visiten VEp<0.001)und V9 < 0.002
einesignifikant erhbhte HLADR-Expression gegentiber V1 innerhalb der @®8FGruppe.In

der Placebdsruppe zeigte sich im Studienverlauf an Visiten V5 und V9 eine geringflgige
Tendenz zur Spontanerholung der HDR-Expression, die jedoch deutlich unter denctiur
GM-CSF erreichten Werten lag und zudem im Innergrupfengleich gegenuber V1 nicht
signifikant war;sieheAbb. 18 (D) und Tabelle 10.
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Verlauf der Zahl CD14+CD16- Monozyten Verlauf der CD40-Expression auf CD14+ CD16- Monozyten
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Abbildung 18 A-D: Zeitlicher Verlauf der Frequenz von CDTD16-Monozyten und Expression co
stimulatorischer Molekile in beiden Studiengruppen bei tagli@sbe (V1 bis V8) von 4 bzw. gg/kg/d GM
CSF oder Placebo. Ergebnis der durchflusszytometrischen Messungisitad, 5 und 9

(A) FrequenzCD14'CD16-Monozyten, (B) CD4Expression, (C) CD8&xpression, (D) HLADR-Expression.
Placebo (), GM-CSF (/).

* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 ZwischengruppeiVergleicham jeweiligen Studientag; # p<0.05, ## p<0.!
### p< 0.001 versus Visite 1 dierselben Gruppe.

4.7.1.2 Pro-inflammatorische CD14CD16-Monozyten

Verglichen mit den Frequenzen CDI3D16-Monozyten (siehe Kapitel.4.11) wurden zu
Studienbeginn an Visite flir CD14' CD16-Monozyten deutlich niedrigere Zellzahlenbeiden
Studiengrupperermittelt (Placebo: 0.03x0.0Z€ellen/nl und GMCSF: 0.04%0.03 Zellen/nl;
p=0.61). Unter GMCSFTherapie konnte wedem Innergruppenvergleich gegeniber V1 noch
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Im Zwischengruppenvergleiclyegeniber der Placelégruppe eine Zunahme der Zellzahl
festgestelltwerden. Tatsachlich wurde in der Placgbauppe an V9 eine Spontanerh6hung der
Zellzahl von CD14'CD16-Monozyten beobachtet, die gegenilber GBSF signifikant war
(p<0.001);sieheAbb. 19 (A)undTabelle 10.

Neben der Messung der Zellzahl wurden weitertie Expression der estimulatorischen
Molektle CD40 und CD86 sowie die Expression von HDR als Parameter fur funktionelle
Aktivierung ermittelt.

Fur CD40 ergalsich unter GMCSFTherapie im Vergleich zu Placebo ein signifikanter Anstieg
der Expressiomn Visite 5 p<0.05), an Visite V9 war dieser Unterschied nicht mehr signifikant.
Im InnergruppefVergleich an Visiten V&p<0.001)und V9 <0.01) konnte hingegereine
signifikant erhéhte CD4&xpression gegeniber V1 innerhalb der G&FGruppe festgestie
werden. Im InnergruppeXergleich zeigte sich fir Placebo an Visiten V5 und V9 lediglich ein
Trend zueiner erhdhten CD48xpression gegendber V1 (p>0.05); siehe Abb. 19 (B) und
Tabele 10.

Auf die Expression vorCD86 liel3 sich kein signifikanter Effé durch GMCSF gegenlber
Placebo zeigen (p>0.05). Im Innergruppéergleich zu den Ausgangswerten an Visite V1
zeigte sich uber den Beobachtungszeitraum zu Visiten V5 und V9 in beiden Studiengruppen eine
tendenzielle Erh6hung der Expression des Oberftimhéers ohne jedoch Signifikanzniveau

zu erreichen (p>0.05); siehe Abb. 19 (C) und Tabelle10.

Far HLA-DR ergab sich unter GMCSFTherapie im Vergleich zu Placebo ein signifikanter
Anstieg der Expression an Visite 5 (Placebo: 13971P248.49 MFI vs. GM-CSF:
3140.22712.04 MFI; p<0.05) Ebenso zeigte demnergruppesVergleich an Visiten V5
(p<0.001)und V9 p<0.00] eine deutlich signifikant erhéhte Zellzahl gegentber V1 innerhalb
der GM-CSFGruppe, wahrend in der PlaceBwouppe lediglich ein nicht ghifikanter Tend zu
einer Spontanerholung zu beobachten war (p>0s0&)e Abb. 19 (D) und Tabelle 10.
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Verlauf der Zahl CD14+CD16+ Monozyten Verlauf der CD40-Expression auf CD14+ CD16+ Monozyten
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Abbildung 19 A-D: Zeitlicher Verlauf der Frequenz pioflammatorischer CDI£D16-Monozyten und Expressio
co-stimulatorischer Molekile in beiden Studiengruppen bei taglicher Gabe (V1 bis V8) von 4 bzw. 8ug/k§l8s
oder Placebo.

Ergebnis der durchflusszytometrischen Messungen an Visiten 1, 5 und 9.

(A) Frequenz CDI14CD16'-Monozyten, (B) CD4€Expression, (C) CD8&xpression, (D) HLADR-Expression.
Placebo (), GM-CSF (/).

* p< 0.05,ZwischengruppetVergleich am jeweiligen Studientag; # p<0.05, ## p<0.01; ### p< 0.001 versus Visi
derselben Gruppe; § p< 0.05 versus Visite 5 in derselben Gruppe.

4.7.2 Dendritische Zellen (DC)

4.7.2.1 Myeloide CD33-dendritische Zellen (MDC)
Die Subpopulationmyeloider CI33'-DC zeigte zu Studienbeginn (Visite 1) zwischen den
beiden Studiengruppen keine signifikanten Unterschiede (p=0.06).
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Wahrend des Studienintervalls an Visite 5 und 9 zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den beidenhBedlungsgrupperAn Visite V9 ergab der Innergruppen
Vergleich gegentber V1 eine signifikant erhdohte Zellzghi0(05) innerhalb der GMCSF
Gruppe;dieser Effekt wurde in delPlacebeGruppe nicht beobachtetjehe Abb. 20 (A) und
Tabelle 10.

Neben der Basmmung der Zellzahl wurden weiterhin die Expression destooulatorischen
Molekile CD40 und CD86 sowie die Expression von HDR als Parameter der APC
Funktionalitat untersucht.

Far CD40 ergab sich unter GNCSFTherapie im Vergleich zu Placebo kein reitkanter
Anstieg der ExpressioiDer Vergleichan verschiedenen Studientagen innerftedb GM-CSF
Gruppe zeigte an Visite V5€0.05) eine signifikant erhdhte CD4Bxpression gegenlber V1,
dieser Effekt wurde in der Placel@ruppe nicht beobachtetiecheAbb. 20 (B) und Tabelle 10.

Die Expression vol€D86 zeigte sich bereits zu Studienbeginn an Visite V1 signifikant erhdht in
der GMCSFGruppe im Vergleich zur Placelferuppe (p<0.05). An Visite 5 konnte eine
Zunahme des Signifikanzniveaus (p&1) festgestellt werden, der Unterschied in der Expression
wurde auch an Visite V9 bestatigt (p<0.0Ber Vergleichan verschiedenen Visitexeigte an
Visite V5 (p< 0.() eine signifikant erhdhte Expression gegeniber V1 innerhalb deCSM
Gruppe wahend in der PlacebGruppe der Mittelwert der CD8Bxpression Uber den
Beobachtungszeitraum lediglich tendenziell zunahm, ohne aber Signifikanzniveau zu erreichen;
sieheAbb. 20(C) urd Tabelle 10.

Fir HLA-DR fand sich unter GMCSFTherapie im Vergleich zuwlacebo ein signifikanter
Anstieg der Expression an Visite 5 (p<0.05¢r Vergleichan verschiedenen Studientagggab

an Visite V9 eine signifikant erhdohte Expression von HDR (p< 0.05) gegenuber V1
innerhalb der Placeb@ruppe Dieser Anstieg der ntieren HLA-DR-Expression an Visite V9
war nicht signifikant gegentber der GEBF Gruppesiehe Abb. 20 (D) und Tabelle 10.
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A B

Verlauf der Zahl CD33+ DC Verlauf der CD40-Expression auf CD33+ DC
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Abbildung 20 A-D: Zeitlicher Verlauf der Frequenz CD3&nyeloider dendritischer Zellen uriixpression co
stimulatorischer Molekile in beiden Studiengruppen bei tagliGadoe (V1 bis V8) von 4 bzwpg/kg/d GM-CSF
oder Placebo. Ergebnis der durchflusszytometrischen Messungen an Visiten 1,5 und 9.

(A) Frequenz CD33myeloider DCs, (B) CD4Expression, (C) CD8&Expression, (D) HLADR-Expression.
Placebo (), GM-CSF (/).

* p< 0.05, ** p< 0.01 Zwischengruppevergleicham jeweiligen Studientag; # p<0.05 versus Visite ddnselben
Gruppe.

4.7.2.2 Plasmazytoide dendritische Zellen (PDQ

Insgesamtkonnten nur sehr geringe Zahlen von PDC Vollblut d et ekt i e rPDG wer d
Zytopenidi ) o lagBn zu Studienbeginn an V1 die Frequenzen bei 2,0+ 2,0/ul in deC&M

Gruppe und bei 1,0+ 2,0/ul in der PlaceBauppe. Hieraus ergibt sich eine Limitation iard
Interpretation dr beobachteten Ergebnisse.

Wenn sich auch keine signifikanten Unterschiede in der Frequenz der PDC zwischen beiden
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Behandlungsgruppen fanden (p>0.05), lag doch wahrend des gesamten Studienverlaufs die
Zellzahl in der GMCSFGruppe genggradig uber den in der PlaceGouppe gemessenen
Werten. Der InnergrupperVergleich zeigte an Visite V5 und V9 eine signifikant erhdhte
Zellzahl (p<0.01) gegeniber V1 innerhalb der Placebouppe; siehe Abb. 21 (A) und Tabelle

10.

Far HLA-DR war unter GMCSFTherapie im Vergleich zu Placebo kein signifikanter Anstieg

der Expression nachweisbder InnergrupperVergleich zeigte an Visite V9 eine signifikant
erhohte Expression von H:BR (p<0.01)gegentber V5 innerhalb der GBISFGruppe siehe

Abb. 21 (B)und Tabelle 10.

A B

Verlauf der absoluten Zahl von pDC Verlauf der HLADR-Expression auf pDC
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Abbildung 21 A-B: Zeitlicher Verlauf defFrequenz von PDC und HLBR-Expressionn beiden Studiengruppe
bei taglicher Gabe (V1 bis V8) von 4 bzw. 8 ug/kg/d GMBF oder Placebo.Ergebnis der
durchflusszytometrischen Messungen an Visiten 1, 5 und 9

(A) Frequenz plasmazytoider DCs, (B) H{2R-ExpressionPlacebo (), GM-CSF (/).

## p<0.01 versus Visite 1 oherselben Gruppe; 88 p<0.01 versus Visite 5 in der selben Gruppe.

Fur CD40G und CD86Expression ergaben siathdhrend des Studienintervalls weder zwischen
den Behandlungsgruppen noch in den Innergrupfergleichen signifikantéJnterschieddalle

p>0.05, sieh Tabelle 19 Graphiken werden nicht gezeigt.
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TabellelO: Frequenz Antigetprasentierender Zellen (APC) und die Expression von Oberflachenmolekilen im Verlauf fir beide Studiengruppen. Dasgésitelit/jall bzw.
Zellen/nl und geometrischer Mittelwert der Fluoreszbniensitat (MFI).Signifikante pWerte (p<0.05) sind fett gedruckt hervorgehoben.

Mittelwert + Standardabweichung

Zwischengruppen pWert

Innergruppen p-Wert

V1 V5 V9 V1 V5 V9 V1vs V5 V1vs V9 V5 vs V9
Monozyten Zellzahl - - - 0.846 0.045 0.132 - - -
Placebo (/nl) 0.54 +0.27 0.64 + 031 0.69 + 043 - - - ns ns ns
GMCSF (/nl) 0.53+0.44 0.97 + 064 1.06 £ Q74 - - - 0.002 0.001 0.983
CD14'CD16-Monozyten Zellzahl - - - 0.849 0.047 0.055 - - -
Placebo (/nl) 0.49 £0.25 0.58 + 027 0.59 £ 041 - - - ns ns ns
GMCSF (/nl) 0.49 £ 0.42 0.91 + 066 1.04 £ 073 - - - 0011 0.001 0.879
CD40 - - - 0248 0.01 0.083 - - -
Placebo (MFI) 304.59 + 135.73  368.59+ 19487 539.94 + 412 - - - ns ns ns
GMCSF (MFI) 378.83+190.83  717.17 + 3248 757.28 + 34218 - - - 0.001 0.000 0.0913
CD86 - - - 0371 0054 0.038 - - -
Placebo (MFI) 462.35+180.47  603.18 + 26%5 63173 £36055 - - - 0011 0.048 0913
GMCSF (MFI) 569.51 +377.80  882.06 + 5152 879.89 + 37347 - - - 0.001 0.001 0.647
HLA -DR - - - 0.0728 0.003 0.004 - - -
Placebo (MFI) 273.11 + 458.3 410.61 + 60611 362.94 + 4321 - - - ns ns Ns
GMCSF (MFI) 354.38 £768.13  1267.38 + 9784 1236.03 + 11322 - - - 0.000 0.000 0.948
CD14'CD16'-Monozyten  Zellzahl - - - 0.896 0931 0.001 - - -
Placebo (/nl) 0.03 +0.03 0.06 + 005 0.10+ 0.09 - - - 0.170 0.022 0.012
GMCSEF (/nl) 0.04 £ 0.03 006+ 0.17 0.03+0.03 - - - ns ns ns
CD40 - - - 0.785 0.016 0.059 - - -
Placebo (MFI) 723.65 + 42%2 819.35 + 339 916.88 + 48489 - - - ns ns ns
GMCSF (MFI) 707.83 + 3281 1345.83 +80%0  1351.94 + 7806 - - - 0.001 0.002 0.845
CD86 - - - 0697 0.791 0.204 - - -
Placebo (MFI) 974.94 + 4836 1273.18 + 57@2  1425.29 + 8048 - - - ns ns ns
GMCSF (MFI) 1126.56 + 7185  1249.44 + 59487  1130.39 + 6483 - - - ns ns ns
HLA -DR - - - 0355 0.007 0.100 - - -
Placebo (MFI) 796.41 £+ 7583  1397.24+ 10189 1654.76 + 10209 - - - Ns ns ns
GMCSF (MFI)  1295.03 + 128%5 3140.20 + 271®4 2707.05 + 24737 - - - 0.001 0.000 0.145




Tabelle 10, Fortsetzung:

Mittelwert + Standardabweichung

Zwischengruppen pWert

Innergruppen p-Wert

V1 V5 V9 V1 V5 V9 V1vs V5 V1vs V9 V5 vs V9
Myeloide CD33DC Zellzahl - - - 0064 0.117 0427 - - -
Placebo (/ul) 1.0+08 20+14 4.0+£50 - - - Ns ns ns
GMCSF (/ul) 3.0+38 6.0 £ 100 5.0 +83 - - - 0.071 0.039 0.811
CD40 - 0.147 0.7 0.133 - - -
Placebo (MFI) 255.72 £ 1431 338.82 £ 33777 373.18 = 2930 - - - Ns ns ns
GMCSF (MFI) 425.89 + 4685 531.50 + 2930 563.17 + 45%56 - - - 0.030 0.122 0.913
CD86 - - - 0039 0.004 0.028 - - -
Placebo (MFI) 350.06 = 1486 395.41 £ 13®@7 416.50 + 18674 - - - Ns ns ns
GMCSF (MFI) 536.67 + 3298 804.22 + 533H3 654.89 + 41135 - - - 0.024 0.145 0.248
HLA -DR - - - 0.094 0.035 091 - - -
Placebo (MFI)  1358.29 157181 2041.88 + 23327 2562.64 + 22285 - - - 0.071 0.011 0.248
GMCSF (MFI)  2837.05+ 325003 3933.83 + 28389 3793.94 + 23632 - - - Ns ns ns
Plasmazytoide DC Zellzahl - - - 0.243 0464 0.790 - - -
Placebo (/ul) 1.0+20 1.0+20 2.0+30 - - - 0.006 0.002 0.157
GMCSF (/ul) 2.0+20 4.0 +90 2.0+ 30 - - - Ns ns ns
CD40 0426 0485 0.257 - - -
Placebo (MFI) 510.16 = 47(B8 641.12 £ 6360 458.61 + 3106 - - - Ns ns ns
GMCSF (MFI) 655.17 + 684.8 824.56 £ 10601 676.72 + 77006 - - - Ns ns ns
CD86 - - - 0891 0.274 0.839 - - -
Placebo (MFI) 494.24 + 3792 454.41 + 31725 377.77 £ 3584 - - - Ns ns ns
GMCSF (MFI) 461.11 + 37385 678.11+ 8562 351.94 + 18194 - - - Ns ns ns
HLA -DR - - - 0696 0.707 0.783 - - -
Placebo (MFI) 1981.0 £ 220A5 172424 £ 17726 2262.95 +232%8 - - - Ns ns ns
GMCSF (MFI)  1732.67 £173@.7 1568.63 + 13445 2451.22 + 154@0 - - - 0.760 0.062 0.002
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4.8 Funktionelle Charakterisierung Antigen-prasentierenderZellen (APC)

Zur Charakterisierung der Funktion von APC unter der Therapie mitGSHM wurden an den
Visiten V1, V5 und V9ex vivo Vollblut-Stimulationen in beiden Behandlur@uppen
durchgefuhrt(siehe 3.2.6). Als Stimulantienieshten hierbei bakteriell®rodukte(PAMPS) als
Aktivatoren der von APC exprimierten Tdllke-Rezeptoren (TLR). Aufgrund des
charakteristischen TLfEXxpressionsmustersind ZytokinSekretionsrepertoires verschiedener
Zell-Subsets kann auch im unseparierten Voliisystem eine relativ spezifische Aussage uber
die Aktivierung der unterschiedlichen AHRbpulationen erreicht werden. So fihrt
beispielsweise die Aktivierung von TER mittels CpGA-ODN in PDC, aber nicht in B
Lymphozyten zur Freisetzung von-B Hingegen werden bei Stimulation von T4Rlurch LPS
oder aber TLR2 duch Pam3Cys Zytokine sowohl von Monozyten als auch WDC
produziert; siehe Tabelle 2.

Die Vollblut-Stimulationerfolgte Gber 4 Stunden (mit LPS und R&ys) bzw. Uber 24 Stunden
(mit LPS, Pam3Cys, Cp@&-ODN). Entsprechend der Stimulationsdauer ergibt sich ein
optimalerZei t punkt f ¢r dZyekind(ysssharweise BNFr LS hileBY nach

4h bzw.A s p 2Ziyteking(IL10) nach 24h.

Nach derinkubation wurden in den Uberstanden die Konzentrationen der durch APC gebildeten
Zytokine gemessen, um auf diese Weise Aussagen zur Funktion der APC inFaeiesiten
unter GMCSFTherapie treffen zu kdnnen.

4.8.1 Zytokin-Produktion durch Monozyten und MDC nach Stimulation mit
Endotoxin/LPS (TLR-4)

In den an Visite V1 erstmalig durchgefiihrten Vollblutstimulagioi noch vor Beeinflussung
durch GMCSF oder PlacebGabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Behandlungsgruppen hiflich der Produktion der gemessemitokine (Abb 22).

Als Surrogatparameter détonozytenund MDC-Funktion unter GMCSFTherapie dienten die
nach Stimulation desuf Monozytenexprimierten TLR4 durch Endotoxin/LPS gemessenen
Konzentrationena@wvohl derpro-inflammatorischerzytokine (IL-6, IL-8, TNFU, MIP1a MIP=
macrophage inflammatory protdjn als auch des aninflammatorischenzZytokins IL-10.
Weiterhin wurde die Konzentration des ChemokiMCP1 gemessen[MCP=monocyte
chemotactic protein siehe Kajtel 3.2.8.2.

Fur daspro-inflammatoriscle IL-6 ergabsich in der GMCSFGruppe nachth Stimulation mit
LPS gegentber der Placelégruppeeine deutlich hbhere Produktiondie in der statistischen
Analyse sowohl anVisite V5 (p<0.05) als auch an V9 0.05) Signifikanzniveau erreichte
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Abb. 22 (A). Ebenso war an Visiten V5 und V@ine signifikant erhthte H6-Produktion
gegenubeN1 bzw. V5 innerhalb der GMCSFGruppe zu beobachten. Fir die Plac€yappe
konnte dies nur an Visite V9 beobachtet werden; siddie 22 (A).
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12000 . S 20000
#itH, 88
**, #itt, 88
10000~ )
*, 15000-] kg
8000 ##, 88
S E
= E 10000
S 6000 o ©
<9 =
=
= #
4000+
5000
2000+ *
o
o7 T T T
T T T 1 5 El
i e L Visite
Visite

IL-10 nach 24h LPS

600
600 #\Y §§

400

IELRL

1L10 (pg/ml)

o

Visite
Abbildung 22 A-C: LPSinduziete TLR-4-RezeptosStimulation und monozytare ZytokiRroduktion unter GM
CSFBehandlung vs. Placebo fir 8 Tagérgebnis deex viveVollblutstimulation mit LPSiber 4 Stundenufd fur
IL-10 Giber24 Stundenjeweilsan Visite 1, 5 und 9.
(A) IL-6, (B) IL-8, (C) IL-10. Placeboy()), GM-CSF (/).
* p< 0.05, ** p< 0.01ZwischengruppeiVergleich am jeweiligerStudientag; # p<0.05; ## p<0.01; ### p< 0.C
versus Visite 1 in der selben Gruppe; 8 p< 0.05, 8§88 p< 0.01 versus Visite 5 irlbder Geuppe Nach: Meisel,

2009
Noch deutlicher war der stimulatorische Effekt von ®&@Fi im Vergleich gegen Placeb@uf

die IL-8 Produktionnach4h LPSStimulation anden VisitenV5 (p<0.01) und V9 (p<@1),
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sieheAbb. 22 (B).

Weitehin wurde an den Visiten V5 gegenuber V1 bzw. an den Visiten V9 gegentber V5 eine
signifikant erhdhte 1L8-Produktion innerhalb der GMLSFGruppe beobachtet. Fir die Placebo
Gruppe fand sich dies ebenfalls an den Visiten V5 und V9; siehe Abb. 22 (B). Auctahim

der Stimulation Uber 24 Stunden Kkein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Studienarmen festzustellen (Daten werden nicht gezeigt).

Im Gegensatz zum Anstieg der pndlammatorischen ZytokiiProduktion (IL-6, IL-8) zeigte

die Messung desantrinflammatorischen ZytokindL-10 an den Visiten 5 und 9, nach
Stimulation mit LPS tber 24 Stunden, einen deutlichen Trend zu geringef@erten in der
GM-CSFGruppe im Vergleich zu Placebo, allerdings ohmgniBkanz-Niveau zu erreichen;
Abb. 22 (C). In der Placeb&ruppe wurde an Visite V9 eine im Vergleich zu den Visiten V1
und V5 signifikant h6here HL0-Produktion beobachtet; siehe Abb.(Z3.

Fur die weiterhin gemessen@hemokineMIP1a und MCP1 ergaben sich keine signifikanten
Unterschiedewischen den beiden Behandlungsarmen (Datndennicht dargestellt).

Eine Darstellung devessergebmsise von TNFU  f i n d &apites4idc h i n

4.8.2 Zytokin-Produktion durch Monozyten und MDC nach Stimulation mit Pam3Cys
(TLR-2)

Zur weiteren Charakterisiemg der Funktion votMonozytenundMDC unter GMCSFTherapie
wurden ebenfalls Vollblutstimulationen mit dem Ti2RLiganden Pam3Cys durchgefuhrt. Dazu
wurden wiederum di&onzentratioender preinflammatorischerzytokine 1L-6, I1L-8, TNFU ,
MIPla und MCP1 soig desantrinflammatorischen Zytokins H10 (siehe Kapitel 3.2.8)31ach

4h bzw. 24h Kultur gemesseAufgrund der sehr geringen FrequenzenMBC ist, wie oben
bereits ausgefilhrtdavon auszugehen, dass der Grofiteil der produzierten Zytokine von
Monozyken stammt.

Nach 4h Stimulation mit Pam3Cysrgalen sich in der GMCSFGruppean Visite V5fur das
pro-inflammatoriscle IL -6 signifikant hohere Werte im Vergleich zu PlaceboQye&, Abh 23
(A). An Visite V9 war deser Effektnicht mehr nachweisbar (f05).

Ebenso war an Visite V9 gegenlber Visite V1 eine signifikant erhéhté-Atoduktion
innerhalb detGM-CSF Gruppe zu beobachten (p&1). Fur die Placeb@ruppe konnte eine
Spontanerholung an Visid9 gegeniber den Visiten V1 (p<0.01) und V5@@B0L) beobachtet
werden; allerdings lag das-B-Niveau bei GMCSFTherapie deutlich tGber den in der Placebo
Gruppe gemessenen Werten; siehe Abb. 23 (A).

Bei IL-8 zeigtesich nach 4stiindiger Stimulation mit Pam3Cys an Visite V5 ein signifikanter
Anstiegsowdl innerhalb der Verur@Gruppe im Vergleich zu Visite V1 (p<0.01, Abb. 23 (B))
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als auch ein signifikanter Unterschiedr PlacebeGruppe (p9.05, der an Visite V9 allerdings
nicht mehr bestand (p>0.05).b&nso war innerhalb der GRISFGruppe eine signifikat
erhohte I1-:8-Produktion an den Visiten V5 (f5<001) und V9p<0.05 gegenulber Visite V1 zu
beobachten. Fir die PlaceBouppe fand sich dieser Effekt an Visite V9 gegeniber den Visiten
V1 (p<0.05 und V5(p<0.05); sieheAbb. 23 (B).

IL-6 nach 4h Pam3Cys IL-8 nach 4h Pam3Cys
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Abbildung 23 A-D: Pam3Cysnduzierte TLR2-RezeptotStimulation und monozytére Zytokidroduktion unter
GM-CSFBehandlung vs. Placebo fiir 8 Tage. Ergebnis a@erviveVollblutstimulation mit Pam3Cys ber

Stunden (und fiir 1110 Gber 24 Stundef@weils an Visite 1, 2ind 9.

(A) IL-6, (B) IL-8, (C) IL-10, (D) TNFU Placebo (), GM-CSF (),U ( Au s.r @< 8.05.e* p< 0.01
ZwischengruppeiVergleich am jeweiligen Studientag; # p<0.@% p<0.01; ### p< 0.001 versus Visite 1 in (
selben Gruppe; § p< 0.05, &< 0001 versus/isite 5 in der selben Gruppsach: Meisel, 2004
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Die Messung vofiNF-U zeigte nacht-stiindiger Pam3CyStimulation eine schnellere Erholung

der monozytare@ NF-U-Produktion unter GMCSFTherapie. An Visite V5 (p<0.01) und V9
(p<0.001) ergab skteine gegentiber den Ausgangswerten vor Therapie an Visite 1 innerhalb der
GM-CSFGruppe eine signifikant erhdhte Produktion VilF-U der Vergleich gegenuiber der
PlacebeGruppe war an den beiden erwéhnten Visiten nicht signifikant; siehe Al{f3.)2

Vergleichbar zu den Daten der Ti&RStimulation wurde auch bei TLR-Stimulation ein

hemmender Effekt auf das antflammatorische ZytokinIL-10 in der VerumGruppe

beobachtet. Bei 24tiindiger Inkubation mit Pam3Cys liefich an Visite V5 und V9 (beide<p
0.05) eine signifikante Hemmung dir-10-Konzentration in der GMCSFGruppe gegeniber
Placebo feststellenVergleichbar warauch an den Visiten V5 und V9 einaignifikant

verminderte 1L10-Produktion gegenubewisite V1 innerhalb der GMCSFGruppe zu
beobachten; siehAbb. 23 (D).

Fur die weiterhin gemessenen ZytokivdP1la und MCPlergaben igh keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsarmen (Daten nicht dargestellt).

4.8.3 Zytokin -Produktion durch PDC nach Stimulation mit CpG-A-ODN (TLR -9)

Neben Monozyten sollten als weiterer Vertreter der Gruppe Anpgésentierender Zellen
(APC) plasmazytoide dendritische ZellerlPOC) unter GMCSFTherapie funktionell
charakterisiert werden.

Hierzu wurden Vollblutanséatze tber 24 Stunden mit @pGDN stimuliert. Diese Form der
mikrobiellen DNA zeichnet sich durch Regionen unmethylierter -C@ukleotide aus, die den
intrazellular lokalisierten TLF stimulieren (siehe Kapit&.2.6.3).

Quantifiziert wurde die Funktion der stimulierten Zellen amh der Konzentration der

gemessenen Zytokine 48 und MCP1.

Fiur das pranflammatoriscle IL-8 ergabsich in der GMCSFGruppe nach Stimulation mit
CpG-A-ODN uber 24 Stunden an Visiten V5 und V9 eine signifikant hohere Produktion als in
der Placebdasruppe (p<0.05). Dign der GMCSFGruppebereits vor Beginn der Therapie mit
GM-CSF an Visite V1 hohere 1B-Produktion (p<0.05), zeigte im Folgenden nach-GBF
Intervention eine weitere Zunahme der gemessendéhAhsolutwerte unter Beibehaltung des

Signifikanzniveaus (p<0.05).
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Im InnergruppefVergleich waran den Visiten V5 (p<001) und V9 (p<@1) eine signifikant
erhohte 1-8-Produktion gegenuber Visite V1 innerhalb der Plae€bappe zu beobachten, in
der GM-CSFGruppe wurde an Visite V9 eine gegenuber Visite V1 signifikant erhohé 1L
Produktiongeseherfp<0001) sieheAbb. 24

Fur das Zytokin MCP1 ergaben sich keine signifikankesswertaterschiede zwischen den
beiden Behandlungsarmen (Dateerdennicht dargestellt).

Mit der verwendeten Messmethokienntenim Vollblutansatz keine messbaren Konzentrationen

des Zytokirs IFN-Unaclgewiesenwerden

IL-8 nach 24h CpG-A-ODN

000+

IL8 (pg/ml)

¥ #i
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| <= =
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Abbildung 24: CpGA-ODN-induzierte TLR9-RezeptotStimulation unter GMCSFBehandlung vs. Placebo fir
Tage. Ergebnis dexx viveVollblutstimulation mit ODNA an Visite 1, tind 9 lGler 24 Stunden in Form von 18-
Produktion.

Placebo (), GM-CSF (/). * p< 0.05 Zwischengruppevergleich am jeweiligen Studientagj# p<0.001;### p<
0.001 versu¥isite 1 in der selben Gruppe

4.9 Klinischer Verlauf

Die Patienten der Kontrelbruppe wiesen bei Einschluss in die Studie (Visite 1) tendenziell
hohere Werte der intensivmedizinischen Scores APACHE II, SOFA und SAPS Il auf, ohne
jedoch statistische Signifikanzu erreichen (p>0.05, siehBabelle 11).Die Mittelwerte der
intensivmedizinischen Scores zeigten in beiden Studiengruppen eine Verbesserung lber den
Behandlungszeitraum, jedoch waren die beobachteten Verbesserungen gréf3er in@8F~GM
Gruppe. So verringyten sich in der GMCSFGruppedie APACHE II, SOFA und SAPS I
Scoresum 22%, 28% bzw. 4%, wahrend es in der Plagghgppe nur zieiner Reduktion um

8%, 21% bzw. 1% kam.

Im direkten Vergleich mit der KontrelBruppe konnte an Visite 9 fur die Patienten der-GM
CSFGruppe ein deutlicher Trend zu niedrigeren Wernt@nAPACHE Il Score beobachtet
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werden (p= 0.06).

Die Dauer @r mechanischen Ventilation (p637), des ITRufenthaltes unddie Gesamtdauer

der Hospitalisierug (beide nicht signifikant) waren kirzer in der @3B8FGruppe. Der Anteil

von Patienten mit Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie aufgrund akuten Nierenversagens

und die Dauer der Nierenersatztherapie wardreiden Gruppen gleich hocsi€¢heTabelle 11).

Tabelle 11: Klinischer Verlauf und intensivmedizinische Scores im Verlauf in beiden Studiengruldpeh:

Meisel, 2009'*°

Placebo GM-CSF
Parameter p-Wert
n=19 n=19
Mortalitdt an Visite 28
4/19 (21) 3/19 (16) ng
(%)
Dauer ITS (Tage) 52.1+39.6 40.9+26.1 ng
Dauer Hospitalisierung
68.9145.6 58.8.+32.6 ng
(Tage)
Mechanische Ventilation
207.2457.5 147.9+102.8 0.037
(V1-V9, Stunden)
Nierenersatztherapie ANV an V1 (%) 11/19 (58) 12/19 (63) ng
Nierenersatztherapie(Tage) 11.5+10.2 14.4+10.2 ng
APACHE I Visite 1 22.5+6.6 21.316.1 ng
Visite 9 20.8+7.4 16.7+5.9 (0.06)?
V1vs. W ng p=0.02 -
SOFA Visite 1 9.5+3.7 7.2+4.0 ng
Visite 9 7.5t5.3 5.2t3.4 ng
V1vs. \9 ng ng -
SAPSII Visite 1 45.6x13.4 38.8+8.9 ng
Visite 9 45.0+£14.9 37.3+10.6 ng
Vivs. V9 ng ng' -

ANV -akutes Nierenversagen; APACK#eute physiology and chronic health evaluatidi8-Intensivstation; ns
nicht signifikant; SAPSimplified acute physiology score; SOfs&quential organ failure assessment
4Student’s-Test fur unabhéngige und gepaarte Proben

b exakter Fisher Test

Am Ende des Beobach tWpnig2s) keninte kein UntesschiedAirr det 28 o w
TageMortalitat zwischen den Studiengruppen festgestellt werden. Im Hinblick auf die Schwere
des septischen Krankheitshildegemessen anhand der intensivmedizinischen Scores APACHE
I, SOFA und SAPS IIi zeigten beide tBdiengruppen eine im Vergleich zu Visite 9
weitergehendé&/erbesserung; hierbei war flr keinen der untersuchten Seoresignifikanter
Unterschied zwischen den Studiengruppen feststellbar (p> 0.25).
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Hinsichtlich der Vertraglichkeit des Medikaments wurdebeschriebene mdgliche
Nebenwirkungemunter GM-CSFTherapie wiez.B. Hautreaktionen, allergische/anaphylaktische
Reakti onen oder ei ne Er h® hung der Kapill ar
beobachtet. Innerhalb der Placebouppe wurde in einerfRall eine akute Linksherzinsuffizienz

beobachtet, die zu Entblindung und Studienausschluss des betroffenen Patienten fihrte.

81



5 Diskussion

5 Diskussion

Die schwere Sepsis und der septische Schock weisen trotz grofen Ressourcengindatzes
klassschen intensivmedizinischeBetreuung eine unverandert schlechte Prognose auf.

Daraus resultiert die dringeadrorderung nach innovativen Therapiekonzeftet{>°

Aus neuerer pathophysiologischer Sigsttdiein derspateren Phase der schweren Sepiigig

zu beobachtende persistierende, schwere Minderfunktion des Immunsystemsaralysg
wesentlichverantwortlich firdas Auftreten vorSekundarinfektionen und die hohe Mortalitat
des Krankheitshildegsiehe Kapite 1.1.5) Die Durchfiihrbarkeit und potentielle Effektivitat
einesimmunstimulatorischen Therapiesatzes zur Uberwindung der Immunparaksentein
Pilotstudien mit septischen Patienteon mehrererbeitsgrupperyezeigt werdef*%0101103

In der vorliegenden Arbeit wirdrstmas bei Patenten mitSepsisassoziierter Immunparalyse
einerBiomarkerbasierten, randuisierten, doppelblindPlacebekontrollierten klinischen Studie
gezeigl dass dieimmunstimulatorischeTherapie mit GM-CSF sicher und effektiv eine
Wiederherstellung der monazyen Immunkompetenerreicht'*® Diese wird definiert iber die
Normalisierung eineinitial sypprimmierten HLADR-Expression und prinflammatorischen
Zytokin-Sekretion maozytarer Zellen des peripheren Blutes (siehe.fhbind 10 in Kapitel 4.3

und 4.4).

Aus klinischer Perspektivékonnte sowohl eine verkirzte Dauer der kinstlichen Beatmung
(Ventilationszeit) als auch der Zeit der intensivmedizinischen Betreuung und
Gesamthospitalisierung unter GESF beobachtet werden. Wahrend weiterhin eine tendenzielle
Verbesserung des nach intensivmedizinischen Scores beurteilten klinischen Verlaufs
dokumentiert werden konnte, wain statistisch signifikanter Effekt auf die 28 Tagertalitat
durch GMCSF nicht nachzuweisen (siehe Tabelle 11). Generell zeigte sich ein gutes
Sicherheitsprofider Studienmedikation, Unvertraglichkeitsreaktionen wurden nicht beobachtet.
Weitere Aussagen beziglich der zellularen Immunitat konnten durch durchflusszytometrische
Untersuchungen sowie anhand der vivo Stimulationsassaygetroffen werden. Monozytare
Zellen des peripheren Blutegeigten hierbei einen signifikanten Anstieg-stomulatorischer
Oberflachenmolekile und ihrer pmflammatorischen Zytokinsekretion durch GEBF. Im
Gegensatz hierzu war der beobachtete stimulatorische &nftn GMCSF auf myeloide und
plasmazytoide dendritische ZelleddDC undPDC) minimal.

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits vertffentlidheisel C, Schefold JC, Pschowski

R, Baumann T, Hetzger K, Gregor J, Weltgarstens S, Hasper D, Keh D, Zuckermann H,
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Reinke P, and Volk HDGranulocyteMacrophage Colomgtimulating Factor to Reverse Sepsis
associated Immunosuppresigm J Respir Crit Care Med Vol 180. pp66@8, 2009

Im Fdgenden sollen die in der Studie beobachteten ErgelimsEazelnendiskutiert werden.

5.1 Der Effekt von GM-CSF aufdie zellulare Immunitéat

Die zellulare Immunitat ist fur die effektive Erregerbek&dmpfung von essentieller Bedeutung.
Nach einer frihen (hyinflammatorischen) Phase setz bereits nachwenigen Stunden
gegenregulatorische Mechanismen &Wahrendder sogenannteispatphase der Sepsis kommt

es in diesem Zusammenhang einer gestorte Phagozytose sowie verminderter Zytokin
Produktion und AntigefPrasentation durch Momyten (siehe Kapitel 1.% und 1.15).3>777°
Weiterhin lassen sich lymphozytare Dysfunktion und Apopft¥e®” sowie eine deutlich
verminderte Zahl und efeschrankte Funktion dendritischer Zellen beobaciftén

Aktuell wird die Spatphase der Sepsis mit der vorangehend beschriebenen Immunparalyse als
verantwortlich fur einen Grol3teil der Komplikationen und Mortalitder Sepsis

verstande®°°L7"

83197 Dije vorliegende klinische Studie zielte dezidiert auf die
Wiederherstellung der monozytaren Immunitat bBatienten in  der immunologisch
hyporeaktiven Spatphase der Sepsis. Die mittlere Liegedauer der Patienten auf Intensivstation
vor Studieneinschluss lag somit durchschnittlich bei ungefahr einer WsicheTabelle 7):*°

Da es sich bei der Sepsissoziierten mmunparalyse um einen dynamischen und potentiell
reversiblen Zustand handelt, wurde bei jedem Patienten vor Einschluss in die Studie die
monozytare HLADR-Expression mittels eines standardisierten durchflul3zytometrischen
Verfahrens bestimmt (sieheapitel 3.2.5.3 und so der immunologische Funktionsstatus des
Patienten erhobefi Nur Patienten mit einer (ber mindestens 48 Stunden anhaltend
dokumentierten Immundepression (<80@8b/Zelle) wurden indie Studie eingeschlossen, um

die potentielle Gefahr einer Uberstimulation mit Folge des Schocks in der Phase der

Hyperinflammation auszuschlief3en.

5.1.1 Phanotyp, Frequenz und Funktion Antigenprasentierender Zellen (APC) unter
GM-CSF-Therapie

HLA -DR-Expression auf CD14-Monozyten

Die monozytdre HLADR-Expression ist als Surrogearker derlmmundepressiorseptischer
Patienten durch verschiedene Arbeitsgruppen etabliert watdef****8 Hinsichtlich derin

der vorliegenden Arbeit untersuchtemonozytaren HLADR-Expression konnte die
Primarhypothese klar bestéatigt werden. Wahrend Patienten derC&MGruppe nach
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Behandlungsbeginn einen unmittelbaren und effektiven Anstieg auf nobisagupranormale
Werte bereits an Studientag @reichten (>15.000 HLAR-MolekiilelCD14-Monozyt; siehe
Abb. 9 in Kapitel 4.3, kam es in der KontrolGruppe zu einer deutlich igsameren und
unvollstandigen Spontanerholung der HDR-Expression auf subnormale Werte (p<0.001).
Die Mehrzahlder Patienterfl7 von 19) normalisierte die HLRR-Expression nach flnftagiger
Behandlung mit einer Dosis von 4 pg/kg/Tag GMF. Nach der im t8dienprotokoll
vorgesehenen Dosiseskalation auf 8 pg/kg/Tiégpitel 3.2.2 und Abb. 3feigten auch die
tibrigen zwei Patienten eine Normalisierung ihrer HDR-Expressiort’® Dies steht im
Einklang mit Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die schnelle Therapieantworten-auf GM
CSF mit Tagesdosen zwischen 3 pg/kg und 5 pg/kg beschrieben HiabEf* 1 Die
Therapiedauer derorgenannterStudienlag mit 3 bis 5 Tage unter Umstanden zu kurz, um
eine langerfristige Stabdierung der Immunfunktion und somit Schutz vor nosokomialen
Sekundarinfektionen wahrend der Immundepressiater Spatphase der Sepsis zu erreichen.

L7 7u sehen, dieine

diesem Zusammenhang sind auch BeobachtungerVvameretet al
Korrelation zwischenHLA-DR-Minderexpression wahrend der Spatphase der Sepsis, sieben
Tage nach Beginrdes septischen Schockand einem erhohterRisiko fir nosokomiale
Infektionen zeigen In der vorliegenden Studie wurde GOBF Uber 8 Tage gegeben, und es
konnte so eine nachhaltigere Erh6hung der HRR-Expression bis zum InterventiciEnde an
Visitentag 9 beobachtet werden. Allerdingsurde in der vorliegenden Studie die Frage des
Effektes von GMCSF auf Sekundarinfektionen nialmtersucht

Am Ende der Nachbeobachtungsphase an Visitentag 28 konnte ven B8 eingeschlossenen
Patienten eine Kontrollder Immunparameter erfolgen. Bei Patienten beider Studiengruppen
(Placebo: n= 7, GMCSF: n= 6) wurden normale Werte daonozytarerHLA -DR-Expression
gemessen @0.000 mAb/Zelle); ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand
nicht mehr (p>0.5**° Als Erklarung hierfiir ist zum einen innerhalb der VerGmuppe die
begrenzte Wirkdauer von GK&SF zu sehen. Andererseits ist bei Patienten der Pldgelupe

nach Uberwinden der kritischen Spatphase der Sepsis mit dem ihr eigenen Risiko infektioser
Sekundirkomplikationen von einer (langsamen) Spontanerholaey Immunkompetenz
auszugehen.

Viele Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen einer monozytarenDRHLA
Minderexpression und dem Auftreten septischer Komplikationen nach Trauma und operativen
Eingriffen*®'** Ahnliches gilt fur die HLADR-Expression als Marker fiir infektise
Zweitkomplikationen in der Sepsis*®° Gegenstand lebhafter Debatte ist hingegen immer noch

die Rolle der monozytaren HL-BR-Expressionals préadiktiver Marker der Mortalitat in der
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schweren Sepsis und im septischen SchoGenerell ist zu sagen, dass samtliche
Untersuchungen zu diesem Thema auf kleinen Patientengruppen fulen und bisher keine
prospektive Studie mit groRBerer Patientenzahl durchgefihrt wurde. Wahrend von einigen
Autoren eine Korrelation zwischen HEBR-Expresion und Mortalitdt nicht gefunden
wurde'®1?1122 konnte sowohl durch unsere ArbeitsgruPpeals auch durch andere

Auto rerillﬁ,lZO,123,124

eine signifikam niedrigere monozytdre HLB®R-Expression in nicht
Uberlebenden Sepdiatienten beobachtet werdedeben Abwveichungen in der technischen
Durchfihrung sowie der Ho6he des angewandten -offat zwischen den einzelnen
Arbeitsgruppen ist offenbar in diesem Zusammenhang der Zeitpunkt bzw. die Dauer der HLA
DR-Minderexpression von Bedeutung. Aus technischer Perspelérden 2 Analysemethoden

der monozytaren HLADR Expression unterschieden: die Bestimmung der FreddeAzDR-
positiver Monozyten (Normwert %B100%)’’ und die quantitative Messung der HiDR
Antigendichte auf Monozyten (Normwert >20.000 mAb/Zelle) mittels der sogenannte
QuantiBRITE-Methode (sieheKapitel 3.2.5.3). Letztgenanntes Verfahren wurde in der
vorliegenden Studie angewdtrund bietet den Vorteil einer hohen Standardisieftwbe Inter
Assay Prazision mit VKWerten von <10%)und besseren Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen LaboréR. Beziiglich des anzuwendgen Cutoffs mit maximal
diskriminatorischem Potential fehlen allerdings weiterhin Studien mit ausreichender
Patientenzaht*’

Im Hinblick auf den idealen Zeitmkt der HLADR-Messung beobachteten Monneret et al., dass
der Unterschied der HL®R-Werte zwischen Uberlebenden und Ni€hierlebenden erst >48
Stunden nach Beginn des septischen Schocks signifikarif Dases Phanomen kann durch die
Persistenz der Immunparalyse nach einem vorangegangenen (infektiosen) Trauma und einer
daraus resultierendedunahme der Suszeptibilitat fir Sekundidfiektionen mit hoher Mortalitat
Erklarung finden. In diesem Sinne ist die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte
Dokumentation einer persistierenden Immunparalyse tUber mindestens 48 Stunden durch ein
hochstandardisiertes Immunmonitoring als essentiell zu we(tehe Studiendesign und
Behandlungsscherima Kapitel 32.2).**> Nur durch konsequentes Immunmonitoring eines
etablierten Biomarkers (z.B. HLRR) kann eine Stratifizierung der Patienten erreicht und so
gewahrleistet werden, dass der Beginn der immunstimulehbemns GMCSFTherapie in die

vulnerable Phase der Immunparalyse f&it°

Frequenz von MonozyterSubpopulationen unter GM-CSFTherapie
Monozyten des peripheren Blutes sind eine heterogene Population, deren unterschiedliche
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Komponenten tUber den Grad ihrer Expression @4 und CD16 charakterisiert werden
konnen. Nebenat Population klassischer CDT2D16-Monozyten wurde bereits 1989 durch
Passlicket al. aus der Arbeitsgruppe um Ziegldeitbrock eine Populationsowohl CD14 als
auch CD16 ceexprimierendeMonozyten idatifiziert, die unter normalen Bedingungetwa
10% des Monozytenpoois peripheren Blut ausmacfft Diese CD14CD16'-Subpopulation is
durch hohere Expression von HEBR und grofRere Fahigkeit zur Produktiopro-
inflammatorischer Zytokine wie TNRU  n a c hStinmtlatiBn charakterisietf'*?* Eine
zahlenméalge Expanson sowohl de monozytaren CDI4Gesamtpopulation (Mazytose) als
auch der Su#Population der so genanntdpro-inflammatorischef CED16-Monozyten

in der Sepsis konnte unter anden@nVorarbeiten unserer Arbeitsgruppe duRidehimanret al.
gezeigt werden®?

Zur phanotypischen Charakterisierung Antigeésentierender Zellen (APC) wurden an den
Studientagen V1, V5 und V9 durchflussayetrische Untersuchungen durchgefuhrt (siehe
Kapitd 4.7.1, 4.7.1.1, 4.7.1.2 und Tabelle 10)

Im Einklang mit der vorangehend beschriebenen Literatur wurde an Visite 1 vor
Interventionsbeginn eine Monozytose mit einer erhéhten Frequenz' @isamtmonozyten in
beiden BehandlungsgruppeimeobachtetDie Behandlung mit GMCSF fuhrte, wie in anderen

Arbeiten beschriebeti 12

zu einem signifikanten Anstieg der Monozytenzahlen innerhalb des
Differentialblutbilds gegenliber einem langsameren Spontananstieg in der RExogipe(siehe

Kapitel 4.5.2 und Abb. 12)in Untersuclingen von Saenet al.konnte eine erniedrigte absolute
Monozytenzahim frilhen Sepsisstadiummit erhéhterSpatMortalitat korreliert werdert®® So

kann vermutet werden, dass bereits eine rein numerische Erhéhung der Moateytesdruck

einer funktionierenden Hamatopoiesaen positiven Effekt auf dienmunfunktion hat.

Weiter zeigte sich am Studienbeginn bei erwartungsgemafd hohen Frequenzen fur klassische,
CD14'CD16-Monozyten eine niedrige Fregnz der prenflammatorischenCD14'CD16'-
Monozyten. Es handelt sich hierbei um Frequenzen in PatienterepsisSdie im Bereich der

bei gesunden Probanden beschriebenen 10% der monozytdren Gesamtpopulation liegen. Damit
liegen die beobachteten Werte unter den in Voruntersuchungen Ghsener anderer
Arbeitsgruppeft in septischen Patientenkollektiven beschriebenen Frequenzen'CD1g -
Monozyten. Im Verlauf des Studienzeitraums zeigte sich fir CIZI#16 (klassische)
Monozyten eine signifikante Zunahme unter &3F (p< 0.05 an Visite Sjehe Kapitel 4.7.1.1.

und Abb 18 (A)), wahrend fir die Population der CDTD16-pro-inflammatorischen
Monozyten unter GMCSFTherapie keine signifikante Anderung gegeniiber Placebo beobachtet
wurde;siehe Kapitel 4.7.1.2 ahAbb. 19 (A)

86



5 Diskussion

Frequenz dendritischer Zellen (DC) unterGM-CSF

Dendritische Zellen (DC) sind die Population mit der effektivsten AntRj&rsentation
innerhalb der APC. Im peripheren Blut lassen sich zwei Hauptpopulationan DG
Vorlauferzellendetektieren: myeloideMDC) und plasmazytoide DAPOC), die aufgrund eines
spezifischen TLRRepertoires Uber ein distinktes funktionales Profil verfigen (siehe Einleitung
1.1.3 mit Tabelle 25>*°Wie bereits vorangehend bemerkt, werderder Sepsis eine deutliche
Verminderung der Zellzahl und eingeschrankte Funktion von DC gegeniber gesunden
Probanden beschrieben. Hierbei handelt es sich im septischertéatienein sowohl friihds

als auch langandauerndes Geschehen; so wurden in Mtearhenserer Gruppe durch
Poehlmannet al. noch 28 Tage nach Beobachtungsbeginn in Sepsipatisignifikant
niedrigere DGFrequenzen gefunden als in Kontrollprobantfedrsachlich sind fiir dies& D-C

Zytopenie" nebenerhéhter Apoptosé® 911273

ucheine veranderte Kompartimentieruagn DC
und eineverminderteHamatopoiesé?® Neben ihrer Frequenz ist auBerdem die Funktion von DC
und somit @& AntigenPrasentation und Initiierung einer lymphozytaren Antwort im septische
Patienten stark kompromitti€ft®>*?°Soist zu \erstehen, dasgerminderteDC-Zellzahlen als
negativprognostischer Marker in der Sepsis beschrieben’sind

Zu Studienbeginn zeigte sich in beiden Studiengruppen im Einklang mit der existierenden
Literatur wohl fur MDC als auch fuPDC eine deutliche Verminderung ihrer Frequenzen im
peripheren Blut. Eine Vergleichsmessung mit ni&dptischen Probanden wurde nicht
durchgefuhrt; allerdings liegen die in der vorliegenden Arbeit gefundenen WelDi@rund
PDC deutlich unter den Frequenzen, &eehlmanret al. in Vorarbeiten an Kontrollprobanden
und septischen Patienten beschrieben m&bém Hinblick auf die Zellzahlveranderung unter
GM-CSFTherapie zeigte sich im Innergrupp®ergleich der VerunGruppe eine signifikante
Erhdhung deMDC-Frequenz zunstudienende an Visitentag Diese Beobachtung kdnnte sich
aus der Tatsache erklaren lassen, dassG3¥ in vitro die Differenzierung vorMDC aus
Monozyten induziert®Allerdings lieR sich im Zwischengruppafergleich kein signifikanter
Unterschied zwischen Placebo und Verum feststellen.

Zusammenfassend ist eine numerisch sehr ausgepr#gteninderung dendritischer
Populationen im peripheren Blut septischer Patienten zu beobachten; dur@SEMerapie
scheint eine péelle Erholung, zumindest fir myeloide DC, moglich zu sein. Die
aul3erordentlich niedrige Frequenz dendritischer Zellen (insbesonderBD@nim Vollblut
(siehe Kapel 4.7.2.2 und Tabelle 1@®rschweren allerdings diaterpretation des Verhaltens
von Zdlzahl und Expression vo®berflachenmarkern dieser SBopulation unter GMCSF

Therapie in der vorliegenden Studies sind weitergehende Untersuchungen in einer gré3eren
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Studie notig

Expression von HLA-DR und costimulatorischen Molekilen af monozytéren
Subpopulationen unter GM-CSF

Die Existenz heterogener Zellpopulationen innerhalb der Gruppe zirkulierender Monozyten ist
heute akzeptiert. Wahrend zu den Frequenzen der unterschiedlichen monozytéaren
Subpopulationen in der Sepsis Voruntersumgen bestehef!? ist die Datenlage hinsichtlich

ihrer phanotypischen und funktionellen Parameter deutlich unvollkommener.

In den durchflusszytometrisch untersuchten monozyt&ebpopulationen zeigte sich zu
Studienbeginn sowohl fur klassische CDAB16-Monozyten als auch fir pro
inflammatorische CDIZD16-Monozyten eine tiefgreifende urfiktionelle Deaktivierung,
allerdings mit gradueller Abstufung zwischen beiden Populationgasdruck dieser
Deaktivierung war eine drastische Verminderung der HRRRExpression im Vergleich zu den

in der Literatur beschriebenen Werten gesunder Probanden. hbiaten Bedingungen in
gesunden Probanden ist eine hohere HRR-Expression auf CDI£D16'-Monozyten
gegeniiber klassischen Monozyten bekahfftwie erstmals durch unsere Arbeitsgruppe fiir die
Sepsis beschriebgh zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit innerhadis dPlacebo
Kollektivs fiir die Population CDI£D16-Monozyteneine héhere HLADR-Expression mit
Tendenz zu einer Spontanerh6éhung im StudienverlawEhrend auf den zahlenmaliig
uberwiegenden CDI€D16-Monozyten eine profunde und iliber die gesamte Studiendauer
persistierende Minderexpression von HDR in der Placebdsruppezu beobachten war. Dies
kann als Hinweins | ammatdemi sAcphré@Di6-Mdhoayterm untl e r  C
einen unterschiedlicheRegulationsmechanismus der HIDR-Expression gewertet werden.
Durch GMCSFTherapie wurde in beiden monozytaren $dpulationen gegenlber der
PlacebeKontrolle eine signifikante und dauerhafte Steigerung der BIFAExpression erreicht,

was als Wiederhemstlung der monozytaren Immunkompetenz mit Verbesserung der Antigen
Prasentation interpretienterden kannsiehe Kapitel 4.7.1.1 mit Abb. 18 (D) und Kapitel 7.7.1.2
mit Abb. 19 (D) swie Tabelle 10.

Neben der Expression vadHC II-Molekilen wie HLA-DR ist flr eine effektive Antigen
Préasentation undktivierung von CD4-Lymphozyten die Expression und Heraufregulierung
co-stimulatorischer Molekiile essentiéll Hierbei inteagieren zum Beispiel auf -Zellen
exprimiertes CD28 midem co-stimulatorischen B-Molekil CD86 auf APC, wodurch eine
starkere TZell-Aktivierung und IL-2-Produktion ermdglicht wird. In der vorliegenden Arbeit
wurden CD40 und CD86 als Vertreter-stimulabrischer Molekule durchflusszytometrisch auf

APC und auf den vorangehend beschriebenen monozytare®d@uitationen untersucht. Zu
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Studienbeginn zeigte sich in beiden Studiengruppeerglichen mit Bestimmungen zu spateren
Zeitpunkten der Studieé eine Minderexpression von CD40 und CD86 auf beiden monozytaren
SubPopulationen. Es werden hiermit Voruntersuchungen durch Nolan et al. bestatigt, die
sowohl im Mausmodell als auch in septischen Patienten eine monozytare Minderexpression von
CD86 zeigten wobei der Grad der CD8&Guppression war proportional zur Schwere des
septischen ProzessES Auch wenn der Mechanismus der CBR6gulation noch weitgehend
unbekannt ist, so lasst doch die inverse Relation der Hohe von CD86-tfePlasmaspiegal

die Autoren auf eine potentielle kausale Verkniipfung der Regulationsmechanismeesétflie

Im Hinblick auf das cestimulatorische Molekul CD40 beobachteten Nolan et alTdiedenz zu
verminderter Expressioauf Monozytenwahrendspaterer (hypoinflammatorischer) Phasen der
Sepsis. Weiterhin ist von Schwulst et alein protektiver, antiapoptotische Effekt durch
agonistische antrCD40 Antikdrper auf das lymphozytdare System im murinen Zékum
Ligationsmodellbeschrieben worderEs istinsgesamt also zu vermuten, dass die Expression
von CD40 auf APC in der Sepsis einen protektiven Einfluss aziéllFAktivierung, positive
Verstarkung der lymphozytaren Expansion und Aktivierung der AntRyésentation
austibf*>! Einschrankend muss bemerkt werden, dass in den vorgenannten Arbeiten jeweils
GesamtMonozyten untersucht wurden, ohne zwischen CDBDA46- und CD14CD16-
Subpopulationen zdifferenzieren.

Weiterhin waren in der vorliegenden Arbeit, vergleichbar den im vorangehenden Kapitel
beschriebenen Ergebnissen der HDR-Expression, CD40 und CD86 in ihrer Expression auf
CD14°'CD16-Monozyten um den Faktor 2 starker kompromittiert als @D14'CD16" A p+ o
inflammatorischen Mo nozyt e n .dah& eon @ineenl niedrigerert Basalniveau der
Expression cestimulatorischer Molekiile auf CD1@D16-Monozyten auszugehen.

Im Studienverlauf vermochte GI@SF auf CD14CD16-Monozyten die Expressiovon CD40

und CD86 signifikant zu heben, allerdings war bei CD86 auch eine Spontanerholung innerhalb
der Placebdsruppe zu beobachtesiehe Kapitel 4.7.1.1mit Abb. 18 (B) und (Cund Tabelle

10.

CD14°CD16-Monozyten zeigten inStudienverlauf untelGM-CSF eine signifikant erhohte
Expression von CD40Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit der in der Literatur
beschriebeneBtimulation der Expressiaro-stimulatorischer Moleklle durch Gi@SFuber die
Modifikation verschiedener intrazellularer Sigwege wie JAK/ISTATMAPK und® NFa B
Allerdings wurden in der hier beschriebenen Arbeit keine Untersuchungen zur intrazellularen
Regulation durchgefihrt.

Sowohl in derPlacebeKontrolle als auch unter GMLSF erfolgte wahrend des Studienverlaufs
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eine Spontanerholung der Expression von CD86.-G3F hatte somit keime signifikanten
Effekt auf die Expression von CDg6iehe Kapitel 4.7.1.2. mit Abb. (B) und (Ghd Tabelle

10.

Diese Ergebnisse sind in Zusammenhang zu sehen mit Vorarbeiten\iicht al., die sowohl

im LPSToleranzModell in vitro als auch bei septischen Intensivpatienten eine Abnahme der
Protein und Genexpression von CD86 in CDiMonozyten beschrieben und zudesne
Korrelation mit verminderter HLADR-Expression und schlechtem klinischem Outcome zeigen
konnten. DieselbenAutoren sahen eine erhéhte-10-Produktion als kausalen Mechanisninns
Sinne eineautokrinen Hemmunder MHCII- und CD86Expressior >

Zu Studienbeginn wurden wher vorliegender\rbeit keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Studiengruppen in Bezug auf die Hohe der Plasmaspiegel \&dh fdstgestellt, auch
lie3 sich keine Korrelation zwischen Expressbohe von HLADR und IL-10 beobalsten
(sieheKapitel 4.6.2) In Vollblut-Ansatzen mit TLR2/45timulationen durch Pam3Cys bzw. LPS
konnte jedoch eine deutliche Hemmung derl@Produktion durch GMCSF beobachtet
werden, wodurch eine verminderte autokriiemmung der Expression -stimulatorischer
Molektle durch 10 und somit eine verbesserte AFGnktion erklaren lieR¢siehe Kapitel
4.8.1 und 4.8.2)" Weiterhin ist bekannt, dass GEISF iiber eine modifiziertexiaression von
Transkriptionsfakoren wie CIITA iee Erhdhung von MHC 4l und caostimulatorischen

Molekiilen in Monozyten bewirkt?

Expression von HLA-DR und co-stimulatorischen Molekilen auf DC unter GM-CSF
Therapie

Ahnlich denUntersuchungen zur funktionellen Deakéirung monozytarer Zellewurde auch

eine Verminderungder Frequenz dendritischer Zellen (DC) im peripherena&uauchihre
funktionelle Defizienzim Rahmen eineiSepsis besclebenAufgrund der bestehenden BC
Penie und der funktionellen Deaktivierung der DC kommt es zu einer hochgradigen Dysfunktion
der insbesondere durch die DC geleisteten AntReisentatio® %2

Die Fahigkeit zur AntigefiPrasentation, als wichtigekspekt der Funktionalitatendritischer
Zellen lasst sich tUber deren Exprassvon HLA-DR und cestimulatorischen Molekilen wie
CD40 und CD86 erfassef® Man sprichtin diesem Zusammenhangn Aktivierung bzw.
Reifung der DCErst im Zuge diesedurch Stimulation der DC Uber TLR geftrderteaifung
zeigt sich eine Erhohung der Expression vonAHDR und cestimulatorischen Molekiilef?
siehe Kapitel 1.1.1.

Die Bedeutung der funktionellen Reifung von DC sowie die TatsachegdmssTiermodell der

Sepsis Hinweiseud eine potentielle Wirksamkeit von GRISF aufdendritische Zellemibt,**°
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veranlasstenuns zurdurchflusszytometrischen éésungder Expression von HLAR und ce
stimulatorischen Molekulen unter Themmit GM-CSF.

Im Hinblickauf dieHLA-DR-Expression zeigte sich im Studienverlauf auf myeloidendb@
tendenzielle Erhdung durch GMCSF; im Zwischengruppe¥ergleich war jedoch der
Unterschied nicht signifikant (siehe Kapitel 4.7.2.1 mit Abb. 20 (D}¢se Ergebnissstehen
im Einklangmit denin der Literaturbeschriebenekrgebnissen bezuglich der Rolle von GM
CSF in der DEReifung So ist eine Stimulatio derMHC-II-Expression und Reifung von D@
vitro durch GMCSF beobachtet wordér{*3’

Auf plasmazytoiden DC hingegen zeigte sicider vorliegenden Arbeitein messbarer Effekt
von GM-CSF auf die Expression von HEBR. Diese Beobachtungteht im Einklang mit der
Literatur. So legenin vitro- und in vivo-Daten einenur minimale Beeinflussbarkeitder
Homoostase voiDC durch GMCSF n&e. Dies lasst sicinit der differenziellen GMCSF
RezeptoiExpressionerklaren wahrend MDCden Rezeptor stark exprimieren, findet sich auf
PDC keine Expression des GKISFRezeptors*® Der Mechanismus der HL®DR-Regulation
in dendritischa Zellen im Rahmen der Sepsist zwar weiterhinunklar, es bestehen jedoch

Untersuchungen, i@ eine Analogie zur EndotoxiDesensibilisierung monozytarer Zellen

vermuten lassenEx viveUntersuchungen an PBMC gesunder Probanden und septischer

Patienten zur Regulation von HEBR und ihre Beeinflussbarkedurch GMCSF legen ein
komplexes Szenario nahe. So beobachteten Perry et al. neben Veranderudgertam
Transkription (MRNA) und Oberflachenstabilidés HLADR-Molekiils auch eine Beteiligung
posttranslationaler Prozes$®

Neben der Minderexpression von HUZR findet sich in SepsisPatienten ebenso eine
verminderte Expressi costimulatorischer Molekil&*Aufgrund vonex viveDaten lasst sich
annehmen, dass GHMISF eine wichtige Rolle in der die Reifung dendritischer Zellen
charakterisierende Hochregulierung der-stimmulatorischen MolekileCD40 und CD86

einnimmt**"Weiterhin istdie Revertierung einer initial verminderten Expressiom CD40 und

CD86 auf dendritischen Zellen umniakrophagerdurch GMCSFund INFo v on Flino h ®

einemmurinenSepsisModell, demzokum-Ligationsmodell beschriebe®® In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich vergleichbar der von Flohé et al. beschriebenen Daten im murinen NModell
wahrend des Studienverlaufsfauyeloiden DC eine signifikante Erhéhung von &Ddurch
GM-CSF, sowohl zeitlich im Studienverlauf innerhalb der &\&FGruppe (Visite 5 gegen
Visite 1) als auch im Gruppenvergleich gegentber PlacBlmschrdnkend muss allerdings
erwahnt werden, dass CD&enerhalb der GMCSFGruppe bereits zu Studienbeginn erhéht
vorlag. Der stimulieende Effekt von GMCSF auf CD40 lie3 sich nur als Tendenz beobachten,
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ohne imZwischengruppeiVergleich signifikant zu sein (siehe Kapitel 4.7.2.1 und Abb 20 (B)
und (C)).

Zusammenfassend lassen die Daten den Schluss zwrigesschts einer verstarkten Expression
von HLA-DR und der co-stimulatorische Molekiile CD40 und CD86 untelGM-CSF die
Fahigkeit zurAntigenPrasentatiordurch MDC in septischen Patienten zumindésgunstigt
wird. Ob dies auch zu einer verbesserten Initiierung derArttort durch MDC in Patienten
mit Sepsis fuhrt, muss gezeigt werdemfgxund devon Flohé gezeigtemurinenDatenscheint
dies im Tiermodell nicht der Fall zu sein; siehe unfdyschnittzu IL-12.

In der vorliegenden Arbeit liel3 siagh plasmazytoiden D&ein Effekt auf die Expression von
CD40 und CD86 durch GMCSF feststellenAufgrund der auRRerst geringen Zellzahlish
nochmals auf dienur begrenzte Aussagekraft der beobachtddaten hinzuweisen. Generell
scheinenjedoch im Kontext der Sepsis sowohl die Expression ‘ibA-DR als auch ce
stimulatorische Molekile in myeloiden DCuber eine deutlich hoher&ariabilitat und
Regulationsmdglichkeitinrer Expressionals in plasmazytoeh DC zu verfliigen Diese
Schlussfolgerungpasiertauf denvorangehend praseatten Daten sowie der Tatsaclklass der
von Poehimanret al. beschriebene Unterschied in der HDR-Expression zwischen Probanden
und septischen Patienten in myeloidB@ weitaus groRer isals in plasmazytoiden DE.
Erklaren lasst sich diese Beobachtungrch die unterschiedliche Expression des -GBF
Rezeptors auMMDC und PDC.** So ist davon auszugehen, d&BC weitestgehend ausserhalb
des Wirkspektrums von GMSF liegenund eine GMCSF vermittelte indirekte Stimulation
nicht ausreichend fur die Aktivierungn PDC st

Rekonstitution der Zytokin-Produktion von Monozyten und dendritischen Zellen nach
TLR -Stimulation durch GM -CSF

Neben der Dokumentierung einer verbesserten Antigemmidtson erhalt dieMessung der
monozytaren HLADR-Expressionweitergehende Bedeutung in der klinischen Diagnostik als
Surrogatparameteder monozytaren ZytokiRProduktion So korreliert @ Fahigkeit zur
Produktion und Sekretion proinflammatorischer Zypeknach TLRStimulationals Zeichen der
monozytaren Immnkompetenz eng mit der Ho6he der monaan HLA-DR-
Expression™">""88m Kontext der EndotoxiToleranz als Modell der Immunparalyse wird
der Wechsel von einem prim ein antrinflammatorische Aktionsmuster als Antwort auf einen
sekundaren  bakteriellen  Stimulus bedliet der Begriff der Monozyten
Umprogrammierungacht den Grad der furi@hellen Deaktivierung deutlich2%48:7482

Vor diesem Hintergrund ist die formulierteekundarhypothesder vorliegenden Arbeit zu
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sehen: e beobachtete fBolung der monozytaren HLBR-Expression isin de GM-CSF
Gruppe assoziiert mit eineWiederherstellungder sekretorischen Monozytenfunktion. Die
Quantifizierung der Monozytenfunktion tiber die Messung ewrivoproduziertemTNFU n a ¢ h
TLR-Stimulation gilt neben der Messung der HDR-Expression als fundamental ider
Erfassung der Immunkompeteunrzd ist vonmehreren Arbeitsgruppen seit Beginn der 90er Jahre
bestétigt worder® 787

In der vorliegenden Arbeit konnte die Rekonstitution der MonozytenfunktiondurchCGM
anhand einer schnellen (24 &tlen nah Behandlungsbeginnind dauerhaften Normalisierung
der Endotoxin (LPSinduzierten monozytareex viveTNF-U-Produktion (Normbereich >300
pg/ml) gezeigt werdenWahrend der ersten funf Behandlungstage (Visiten V2 bis V6) wurde
gegenluber Placebo eine signifikante Erhdéhung dedbt; unter Placebtrat eine deutlich
langsamere Spontanerholung erst ab Visitentag 5 ein (Kapitel 4.4 und18pb> Diese
Ergebnissesind in Ubereinstimmungex viveUntersuchungenmit GM-CSF im Vollblut
septischer Patienten durch Flohé et die ebensoeine Revertierung der Monozytenfunktion
(Erh6hung der monozytaren HEBR-Expression und Endotoximduzierten Produktion pro
inflammatorischer Zytokinezeigen konnter®***®Weiterhinerfahrt die von Nierhaus et &lin
einer GMCSFPilotstudie 2003 erstmals beschriebenm vivo-Revertierung der
Monozytenfunktiori gemessen anhand von HU2R-Expression und LRStimulierterex vivo-
TNF-UProduktion i durch die hier vorliegende doppélinde, Placebdontrollierte,
randomisierte Studie eine liberzeugende Bestatitfing.

Wie in der Literatur beschriebeffiihrt die Aktivierung von TR (TLR-2 und -4) und der
nachfolgendenintrazellulare Signalkaskadeunter anderemiiber vermehrte Expression des
Transkriptionsfakta NF-KB zu erhohter Produktiopro-inflammatorischeZytokine *>3°4142
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppgurch Randow et al.zeigten im LPS
Desensibilisierungsmodell der Sepsis vitro eine Umprogrammierung von Monozyten
ausgedruckt durch vermderte Produktion prinflammatorischer Zytokine und eine erhdhte
Sekretion des anthflammatorischen 1£102° Spatere Arbeitenon Poehimanret al.bestétigten

in SepsisPatienten im Vergleich zu gesunden Probanden eingrditdnde funktionale
Deaktivierung monozytarer Populationen und dendritischer Zellen (REH TLR-Stimulation
mit Endotoxin (LPS) und Lipoteichonsaure (LTA)

Neben der vorangehendbereits beschriebenen Revertierung der sB®ulierten TNFU-
Produktion (TLR-4) konnte in der vorliegenden Arbeit eine weiterreichende funktionelle
Erholung dieser Zellpopulationen durch GB&F belegt werden. In diesem Zusammenhang
wurdendie als Antwortauf TLR-2-(Pam3Cys) und TLR4-(LPS)Liganden produzierten pro
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undantrinflammatorischerZytokine IL-6 bzw. I1L-10 und das Chemokin 18 gemessen.
Bemerkenswert isin diesem Zusammenhartie autokrinregulatorische Funktion von {LO,

dasi durch TNFU i nduziert voniaMomo&Aypemne gfebEd eiegni
die monozytare Produktion pinflammatorischer Zytokine einwirkf**"98%82 Ays der
vorangehend beschriebenen Kinetik ergibt sich, dass in der vorliegenden Arbeit die Messung der
Afr¢henin Ef f e k-t o r6inid-B)ebdrdisl nea ¢ h T NaFh die Messun:
Effektormolekile (I10)erstnach 24h durchgefihrt wurde.

Parallel zur Normalisierung der HL-BR-Expression und TNEMProduktion zeigte sich in
dieser Arbeit in der GM-CSFGruppe an den Behandlungstagen 5 und 9 seigaifikante
Erhohung der Produktion deso-inflammatorischen Zytokins IL-6 und des Chemokins 48,
wahrendeine (tendenzielle) Verminderung der 8slon desantiinflammatorischerZytokins
IL-10 nachTLR-4-vermitelter LPSStimulation in Vollblut zu bebachten warsiehe Kapitel
4.8.1 und Abb. 22 A-C).**® Diese in vivo Effekte von GMCSF stehen im Einklang mit
Beobachtungen aus vitro-Untersuchungemunserer Arbeitsgruppe durch Randow et al. und
Schréder et al., die eine funktionelle Revertierung der Maeodynktiondurch IFNo und GM

CSF im Modell der LP®esensibilisierung zeigen konnt€aemessen wurde die Rekonstitution
anhandeiner wiederhergestellten Kapazitat ZINF-U-Produktionnach TLR4Stimulation®***
Weiter bestatigerunsereErgebnisselie im murinenin vivo-Modell der Sepsis durch Bundschuh

et al. beobachtenh Verstarkung der LRBduzierten TNFJ-Produktion durchGM-CSF® und
bekraftigendie in immunstimulatorischen Pilotstudien septischer Patiedi@rch INF-o und
GM-CSF erreichte Wiederherstellung der {iber TLRStimulation vermittelten TNF-U-
Produktion®*® Als weiteres Indiz einer Erholung der monozytaren Funktion kann die nach
TLR-2-Stimulation durch das synthetische Lipopeptid Pam3Cydein GMCSFGruppe an
BehandlungstagV/5 beobachtete ignifikant hohee Produktion von IE6 und IL-8 und die
signifikante Verminderung der Sekretion des -amftammatorischen Zytokins H10 gewertet
werden Vergleichbamit denTLR-4 Stimulatiosdatenwar auch nach TLR-Stimulation durch
Pam3Cys eine deutliche Tendenz zu einer erhdhten Produktion désflgamamatorischen
Zytokins TNFU  z u e r k eKapited 48.2ung Abb.22(AD).

Diese Ergelnisse zeigeram Beispielvon TLR-2 und TLR-4, dass die Funktionalitat d&RR
Signalwegein myeloiden Immunzellemn septischen Patienten im Zustand der Immunparalyse
durch GMCSF rekonstituiert zu werden scheineBeide TLR dienen der prinzipiellen
Erkenrung Gramnegativer (LPS/TLR-4) und Grampositiver Erreger Fam3Cys/TLR2).
Weiter verfugenTLR-2 und TLR4 uberé&hnliche intrazellulare Signalkaskadevobei es durch
Vermittlung der Schlisselmolekil®yD88 und NFKB zu einer Aktivierung der pro
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inflammavrischen ZytokirSekretion komm#t>2%*?* Auch n den von Poehimannet al.
publiziertenex viveVoruntersuchungen mit monozytaren Zellen sep@sdatienten zeigte die
TLR-2-Stimulation mit LTA (Bestandteil der Zellwand Gragmsitiver Bakterien) einemler
TLR-4-Stimulation mit LPS vergleichbarertffekt im Hinblick auf die Induktion pro-
inflammatorischer Zytokiné’

Neben der Aktivierung der piimflammatorischen Achse konnte ider hier vorliegenden
Untersuchung eine verminderte Produktion des-iaflimmatorischerlL-10 durch GMCSF
Behandlung bebachtet werden. Hierbei war der geswwe Effekiurch TLR-2-vermittelte
Pam3CysStimulation starker als nach Stimulation des T48ystems durch LP@wfgrund der
negativregulatorischenFunktion von 1-:10 sowohl auf tanskriptioreller als auchauf post
transkriptioneler Eber,?®°* kann die von unsbeobachtete Hemmung der-110 Produktion
durch GMCSFzu einer verbessertegaro-inflammatorischerrunktionbeitragen

Fiar die Produktion der Chemokine MIPla(TLR2/P3Cys und TLR4/LPS)und MCP1
(TLR2/P3Cys, TLR4/LPS und TLR9/ODNA)ist eine durch GMCSF vermittelte Induktion in
Immunzellen beschrieben word&H In de vorliegenden ArbeitlieRen sichjedoch keine
Unterschiede durch GNLSFStimulationgegeniber Placebmchweisen.

Die durch GMCSF offenbar verbesge proinflammatorische ZytokiProduktion und
Fahigkeit zur AntigerPrasentation von Monozyten und myeloiden DC stellen allerdings nur
einen Teilaspekt der im Rahmen der Immunparalyse des septischen Patienten gestérten
Immunfunktion dar. Die Initiierungpiner suffizienten Iymphozytaren Immunantwort via 4L
12-Produktion ist eine weitere wichtige Funktion des Wirkspektrums insbesondere myeloider
DC. Im Modell der experimentellen Endotoximleranz konnte durch Wysocka et al. eine
verminderte [E12-Produkion durchMDC, Makrophagen/Monozyten und DC der Milz gezeigt
werden™? Wu et al. berichten von erniégten IL-12-Plasmakonzentrationen in septischen
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Weiterhin stellten die Autoren fest, dass die
durch ex viveLPSStimulation in isolierten monozytaren Zellen erreichten-1&
Konzentrationenn Uberlebenden Fanten signifikant héher lagen als in Patienten, die an der
Sepsis verstarben. Die Autoren foliger dass die Fahigkeit zur Produktion vorll2 somit als
prognostisch protektiv in septischePatientenzu werten ist*® Hieraus ergibt sich eine
Steigerung der H12-Aktivitat als ein Ziel in der immunstimulatorischen Therapie der
Immunparalyse. Aus Publikationen anderer Arbeitsgruppen lasst sich allerdings vermuten, dass
die IL-12-Prodikktion durch GMCSFTherapie wenig beeinflussbar ist. So zeigen Vorarbeiten
durch Flohé et al. im murinen Sepsismodell eine mangelhafte Revertierung d& IL
Produktionkapazitatdurch dendritische Zellen nadx viveStimulation mit GMCSF. Die
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Autoren bebachteten die Wiederherstellung einer initial kompromittierten F&higkeit zur
Zytokinproduktion durch Makrophagen. Allerdings wurde trotz Hochregulierung co
stimulatorischer Signale wie CD40 und CD86 keine Stimulation einer lymphozytaren Thl
Antwort erreidit, da die hierfir maf3gebliche-2-Produktion dendritischer Zellen durch GM

C S F/ FShinkutation nur ungeniigend beeinflusst witd.

In der vorliegenden Arbeit wurde die biologisch ia&t Form als I1L12p070 nach TLR
Stimulation gemessen. Mit der verwendeten Messmethode yetechkeine messbarenVerte

in Vollblut-Stimulationsansatzen von SepBiatientennachzuweisen. Das als Heterodimer
vorliegende IL12p70 wird in nur sehr geringen Mengen gebildet und tberdies schnell abgebaut;
wahrscheinlich lagen die Konzentrationen untier Nachweisgrenzeler Messmethodem
Zelliberstandsiehe Kapitel 3.2.8.2). Inf&rn lasst sich nur indirekt vermuten, damlich zu

den von Flohé et al. publizierten Daten im murinen Sepsidef*'>**®die Rekonstitutionder
IL-12-Produktion durch myelosl DC aul3erhalb des Wirkspektrums von @S&F liegen
konnte

Plasmazytoide DC spielen eine herausragende Rolle in dewimhdin Immunitat. Nach
Stimulation ihres intrazellular lokalisierten TERsind sie hochaktive Sekretoren von ¥EN u n d
IL-8. Zwarwird TLR-9 auchin B-Lymphozyten exprimigr jedochfiihrt eine Stimulation zu
einer deutlich geringeren bz¥ehlendenProduktion von IFNJ o d -8 im Vérdleich zu pDC
Deshalb erlaubt die Stimulierung von TiRmit CoGA-ODN (vergleiche Kapitel 3.2.6.3) aln

im unseparierten Vollblutstimulationsmodell eine spezifische Aussage Uber die sekretorische
Funktion plasmazytoider D& 114

In den wenigen Vorarbeiten zur pathophysiologischen Rolle der plasmazytoiden DC in der
Sepsiswurde einenumerischeReduktionund funktionelle Deaktivierung dokumentiert. So
beobachtetefPoehimannret al. eine tiefgreifende und langanhaltende Depressiomxderve
IFN-U-Produktionsféahigkeitplasmazytoider DC in septisen Patienten im Vergleich mit
Probander®

Zu keinem Zeitpunkt konnte in der Placeb@mder GM-CSFGruppe detektierbare
Konzentrationen votFN-Uin Vollblut-Stimulationsansatzegemessen werdeba in Vollblut
Kulturansatzen gesundeBlutspender eine deutlieh IFN-Produktion nach Cp@&-ODN
Stimulation detektierbar ist (sieifeoehlmannet al), kdnnte eine mogliche Ursache fir den
fehlenden IFNNachweis in dieser Studie in der ausgepragb&C-Zytopenie in diesem
Patientenkollektiv liege. Die Produktion von IE8 wurde hingegen durch GKAISF sowohl im
zeitlichen Verlauf als auch im Zwischengruppéergleich gegeniber Placebo signifikant

erhoht. Die Aussagekraft dieser Beobachtung wird limitiert durch die Tatsache, dass bereits zu
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