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Zusammenfassung:

Hintergrund: Das chirurgische Trauma, der technisch bedingte hisieismus der Organ-
Ischamie und Reperfusion und die Endotoxin-Traretiok aus dem Darm bewirken eine
komplexe Immunantwort. In Vorarbeiten konnten weigen, dass LPS, IL-10 und TGF-3 in
vitro eine Hemmung monozytarer Funktionen induziekénnen, die dem Bild der Immun-
depression von ICU Patienten ahnelt. Sind auch bhonpten betroffen (IFN- Synthese),
wie dies in Gegenwart von TGF-3 der Fall ist, sst&ich die Immundepression nur mit IFN-
y und GM-CSF, nicht jedoch mit IL-12/-18 (fehlend&\ty Synthese) revertieren. In der vor-
liegenden Studie sollten diese Erkenntnisse auéfah angewendet werden, um die Genese

der Immundepression in vivo besser zu verstehen.

VersuchsplanDas statistisch beurteilte Studienkollektiv umfas2® Patienten nach kardio-
chirurgischer Intervention Gber einen Beobachtueigsaim von 4 Tagen, wobei eine weitere
Unterteilung in ,Patienten mit Infektionsverdachtdubestétigter Infektion* (11) sowie ,Pa-
tienten ohne Infektion* (11) vorgenommen wurde.ef®lgte eine Bestimmung sowohl von
l6slichen (IL-10, TGF-3, PCT) als auch zellularemrkkern (HLA-DR-CD14,ex-vivoLPS-
induzierten TNFa - Sekretion). Gepruft wurde, ob IFN-IL-12/-18 oder GM-CSF in der
Lage waren, die verminderte TNFSekretion zu revertieren. Aul3erdem wurde die immun

depressive Kapazitat der Seren auf Zellen von Nipmolaanden getestet.

ErgebnisseAlle Patienten wiesen erwartungsgemaln postopeeaisy Immundepression auf,
verdeutlicht an der signifikant verminderten mortézgn HLA-DR-Expression und der redu-
ziertenex-vivoTNF-a - Sekretion. Die IL-10 — Plasmaspiegel waren img\éech zur Kont-
rollpopulation (17) am 1. postoperativen Tag sigalit erhoht. Die gegenuber den Kontrol-
len signifikant verminderex-vivo LPS-Stimulierbarkeit am Tag 1 Post-OP konnte dukeh
12/1L-18 und GM-CSF revertiert werden. Die Inkubatides Patientenplasmas mit gesunden

PBMCs bewirkte keine Verminderung der T~ Sekretion nach Stimulation mit LPS.



Schlussfolgerung:nfolge perioperativen Stresses stellt sich eingzfkistige Immunde-
pression ein, die durch IFi-IL-12/IL-18 oder GM-CSF revertierbar ist, was &irie norma-

le T-Lymphozytenfunktion (IFNt Produktion nach IL-12/IL-18) und eine fehlende ikid-
rung von TGF-3 in vivo hinweist. Im Gegensatz dahaben Studien an Sepsispatienten mit
~Immunparalyse” gezeigt, dass sich hier die Moneafanktion durch IL-12-/IL-18 zumeist
nicht revertieren lasst, was auf eine ausgepragtersn der Stérung hinweist. Die fehlende
immundepressive Aktivitat der Seren Tag 1 Post-@ferstreicht den temporaren Charakter

der Immundepression bei postoperativen Patienten.



Abstract:

Objectives: The surgical trauma, technically related to meddman of organ ische-
mia/reperfusion and endotoxin translocation throtigl gut cause a complex immune re-
sponse. Pre — results showed a monocyte hyporeaspoass induced by LPS, IL-10 and
TGF-3 in vitro similar to appearance of immunodspien in ICU patients. If lymphozytes
are involved (IFN-gamma synthesis) like in the cals€GF-[3, an immunodepression reversal
by IFN-gamma and GM-CSF is possible, exceptablellfel2/IL-18 (missing IFN-gamma
synthesis). The purpose of the following study wasxamine the genesis of immunodepres-

sion in vivo concerning patients after postoperastress.

Design:The study group included 22 patients after cardiagery in an observation period of
4 days. Patients were divided in two groups: “pasiewith suspicion of infection or con-
firmed infection” (11) and “patients without inféat” (11). Both soluble (IL-10, TGF-R3,

PCT) and cellular indicators (HLA-DR-CD14x-vivo LPS-induced TNF-alpha secretion)
were measured. We assessed, whether IFN-gamm&/IIL-18 or GM-CSF are able to re-
verse the decreased TNF-alpha secretion. Additiptiaé immunodepressive capacity of pa-

tient sera was tested on healthy cells.

Results:As expected all patients featured a postoperativeunodepression, pointed out by
significantly decreased monocytic HLA-DR-expressamuex-vivoTNF-alpha secretion. The
plasma levels of IL-10 were significantly elevatedcomparison to the control group (17).
Significantly reducedex-vivo TNF-alpha secretion at first postoperative day wasnter-
manded by IL-12/IL-18 and GM-CSF. The incubatiorpafient plasma with healthy PBMCs
caused no attenuated secretion of TNF-alpha dfteukation by LPS.

Conclusion:In consequence of perioperative stress, a short lemunodepression is ad-
justed, combined by a possible reversal with IFNwge, IL-12/IL-18 or GM-CSF, pointing
out a normal T-lymphozyt function (IFN-gamma protioic after IL-12/IL-18) and a missing
activation of TGF-B in vivo. By contrast, studiesnducted in septic patients with im-
munoparalysis showed mostly an absent monocytesaviey IL-12/IL-18, which indicates a
pronounced dysfunction. The missing immunodepresaotivity of patient sera af'postop-

erative day underlines the temporary charactemafiinodepression in postoperative patients.
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1 Einleitung

1.1  Das chirurgische Trauma und das Immunsystem

In den vergangenen Jahren haben experimentell&lumsche Studien im Bereich der immu-
nologischen Forschung zunehmend zu der Erkenngfithg, dass im Rahmen eines chirur-
gischen Eingriffes sowohl das angeborene als aashadaptive Immunsystem aktiviert und
neben einer akuten Immunreaktion auch eine systbmignmundepression ausgeltst werden
kann. Dieser Zustand der verminderten Immunabwéhariert eine erhdohte Empfanglichkeit

fur postoperative Infektionen und die Entstehurgiseher Komplikationen.

In erster Linie induziert ein chirurgisches Traumae lokal begrenzte physiologische Ent-
zindungsantwort, um Gewebeschaden einzugrenzektitde Organismen zu téten und ei-
nen Reparationsprozess einzuleiten. Gelingt eskteeger oder seinen Produkten hamatogen
zu streuen, wird aus der physiologischen Entzinsh@adstion schnell ein haufig fatal verlau-
fender septischer Prozess [1] . Erreicht der Emtuiigszustand systemisches Niveau, spricht
man vom ,Systemic Inflammatory Response Syndron®RE) [2, 3] , initiiert durch die
massive Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine Tumornekrosefaktor alpha (TNF-
a), Interleukin—6, Interleukin-1(3, Interleukin-8 témferon gamma (INF) und Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)ieBes Stadium der Entziindung be-
sitzt Krankheitswert und Potential zur Entwicklumgeversibler Organschéaden [4] . Nach
dem Gesetz der physiologischen Homdostase kannagitientzindliche Gegenregulation
des Organismus — ,Compensatory Antiinflammatory g@ese Syndrome* (CARS) - eine
UberschieBende Entzindungsreaktion verhindern [4] Dabei wird eine Reihe
antiinflammatorisch wirksamer Substanzen produzieidrunter Interleukin-10 (IL-10),
Transforming Growth Factor 3 (TGF-R3), InterleukirR8zeptorantagonist (IL-1R3-RA), 16sli-
cher TNF- - Rezeptor (STNE+-R), Prostaglandine, Katecholamine und Glukokordids5,

6] . Eine ausgewogene Balance zwischen pro- undrdlammatorischen Faktoren scheint
fur die erfolgreiche Bekdmpfung einer systemischdektion von grof3er Bedeutung zu sein.
Im Rahmen der anti-entziindlichen Phase kann sdaicfeein Zustand der Immundepression
bis hin zur sogenannten Immunparalyse ausbildenHif@rbei handelt es sich um eine Altera-
tion des Immunsystems, welche durch eine Suppresgiezifischer und unspezifischer Ab-

wehrmechanismen gekennzeichnet ist. So zeigen Mpgroeine stark verminderte Expressi-
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on des Humanen-Leukozyten-Antigens Rezeptors (HIR;[2in Protein, das fur die Prasen-
tation exogener Peptid-Antigene im Rahmen der dremen, spezifischen Immunitat
wortlich ist. Ebenso weisen die Monozyten ein reeiies Potenzial zur Produktion von TNF-
a nachex-vivoLPS-Stimulation auf [8, 9] , eine Fahigkeit, diamfir bedeutend hinsichtlich
adaquater Immunreaktion auf pathogene Stimuli irnnRen der angeborenen, unspezifischen
Immunreaktion halt. Die Immunparalyse ist mit eieetsprechend schlechten Prognose und
hoher Letalitat durch persistierende oder oppostisthe Infektionen assoziiert. Eine
immunmodulatorische Therapie sollte sowohl die Ntidgeit einer Uberreaktion als auch
einer Erschopfung des immunologischen Systems stggébend minimieren. Das simultane
Auftreten beider Zustéande erfordert eine jeweiligsprechende Behandlung im Sinne einer

anti-inflammatorischen oder immunstimulierendenrépee.

1.2 SIRS - CARS - Immundepression — Immunparalyse

Im Jahre 1991 fiihrte das American College of CRésfsicians (ACCP) und die Society of
Critical Care Medicine (SCCM) im Rahmen einer Kargeskonferenz den Versuch einer
Definitionsklarung oben aufgefuhrter Termini duralm ein ,conceptual and a practical
framework to define the systemic inflammatory resgmto infection” zu erarbeiten [2, 3] .
Hierbei stellt SIRS eine Zusammenfassung ahnliplagnophysiologischer Zustande dar, bei
denen klinische und paraklinische Zeichen einerdestens 2 Tage anhaltenden allgemeinen
Entzindungsreaktion vorliegen [2] . Zwei oder mdar folgenden Kriterien missen erfullt
sein, um die Zuordnung zum ,Systemic Inflammatogsponse Syndrome* gewahrleisten zu

kdnnen:

- Hyperthermie (> 38°C) oder Hypothermie (< 36°C)
- Tachykardie (>90/min)

- Tachypnoe (>20/min oder pG&32mmHg)

- Leukozytose (>12000) oder Leukopenie (<4000

SIRS kann sowohl steril, infolge massiver Geweb&digung wie nach Verbrennung, Trau-

ma, ausgedehnten Operationen oder GewebehypoxieHarzinsuffizienz, Operation unter
12



Verwendung einer Herzlungenmaschine) [10] , alhanfektios verursacht sein. Insbesonde-
re das infektios bedingte SIRS, welches als S¢pkisezeichnet wird, hat eine hohe Mortali-
tat, vor allem wenn es mit septischem Schock unttiddganversagen assoziiert ist [11] . Bei
einer Sepsis kommt es durch Bestandteile aus ddwatel gram-negativer Bakterien
(Lipopolysaccharide — Endotoxin) wie auch gram-pesi Bakterien (Peptidglykane und
Lipo-teichonséure) oder durch Pilzstrukturen zurtiikrung der Immunzellen und
Endothelzellen [11] . Eine ,Severe Sepsis* wirdigieft durch das Auftreten von multiplem
Organversagen, kombiniert mit Hypoperfusion und ¢tgpsion. Ein septischer Schock hin-
gegen ist charakterisiert durch eine konsequeritzielle Hypotension infolge Sepsis trotz
adaquater Flussigkeitssubstitution. Das Endstadhesteht in einem ,Multiple Organ
Dysfunction Syndrome® (MODS) mit Funktionseinschténg mehrerer Organsysteme wie
Lunge, Niere, Herzkreislaufsystem, Immunsystem,irdeing, ZNS und Nebenniere. Die
genannten Syndrome (SIRS, Sepsis, Severe SepsiBSM®@erden als Krankheitszustéande
zunehmender Schwere verstanden. Der anhaltendérighiagsreiz durch den Erreger flihrt
zu einer vermehrten Produktion pro-inflammatorischgokine und induziert somit systemi-
sche Entzindungszeichen: in der Leber die Produkiom Akut-Phase-Proteinen (IL-6), im
ZNS Fieber und die Induktion einer neuroendokriSénessreaktion sowie Veranderungen im
Appetitzentrum (IL-6, IL-1), im Knochenmark die swhlere Ausreifung und Ausschittung
von unspezifischen Abwehrzellen (Granulozyten urmhbkyten), im Fett-, Leber- und Mus-
kelgewebe die Bereitstellung von Energie durch Uraken der Stoffwechselprozesse von
einer anabolen zu einer katabolen Bilanz. Das treaProtein (CRP) als klassisches Akut-
Phase-Protein besitzt opsonierende und Komplemeeende Eigenschaften, das LPS-
bindende Protein (LBP) — ein weiteres Akut-Phassdhn- bindet das Endotoxin gramnegati-
ver Bakterien. Die Anhebung der Korpertemperaturmiedert die Replikationsfahigkeit
mikrobieller Erreger, induziert zellulare Schutzgioe und katalysiert fur die Abwehr rele-
vante Reaktionen (Optimum der zellularen Reaktivig 38-38,5°C).Der Organismus gerat
in einen hyperinflammatorischen Zustand mit syssemmer Aktivierung des Komplementsys-
tems, systemischer Vasodilatation, Steigerung defé@permeabilitat und Aktivierung des
Gerinnungssystems, woraus Volumenmangel, Verbr&oelgsilopathie und Multiorganversa-
gen resultieren. Auch werden die Immunzellen ierl&bwehrleistung durch die systemische
Prasenz von chemotaktischen Faktoren (IL-8) geschiw&eit langem anerkannte und ange-
wandte Marker fur die Erfassung einer systemischatziindungsreaktion sind die Akut-
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Phase-Proteine, von denen CRP einer der klassistieameter ist. Ein neuerer Vertreter ist
das LBP, das offenbar auf lokale Infektionen seakt sensitiver und spezifischer als CRP
reagiert [12] . Weitere klassische Entzindungspatamsind Verédnderungen des weil3en
Blutbildes mit Granulozytose infolge G-CSF Sekneti;md Lymphopenie aufgrund stressbe-
dingter Apoptose [13] . Semiautomatisierte ELISAfglren erlauben die kurzfristige und
standardisierte Messung der Plasmaspiegel von @NE-6 und IL-8. Procalcitonin (PCT),
ein Vorlauferpeptid des Calcitonins, ist in erdi@rie ein Diagnoseparameter fir bakterielle
und mykotische Infektionen mit systemisch-entzioidir Reaktion des Organismus (Sepsis,
septischer Schock). Lokal begrenzte bakterielle odganbezogene Infektionen (z. B. Pneu-
monie) und gekapselte Abszesse induzieren dahderifRegel nur sehr wenig PCT. Geringe
Mengen von PCT koénnen auch infektionsunabhangigh rgrélReren Operationen, nach
Polytraumen oder bei Neugeborenen in den ersteanTagch der Geburt produziert werden.
Die Induktion von PCT steht im engen Zusammenhaiglem Ausmald und der Art der sys-
temischen Infektion. Nach Abklingen der akutendnfimation sinken die PCT - Werte rasch
ab (HWZ 24h). PCT kann daher zur Erfolgskontroileee operativen Herdsanierung heran-
gezogen werden oder wie im Falle einer Sepsis d8otnwvere und die Krankheitsaktivitat
wiederspiegeln. Der frihen Phase der Hyperinflanondblgt der bereits oben beschriebene
gegenregulatorische Mechanismus, der seine Bebcimgpi in der Vorstellung des

~compensatory Anti-inflammatory Response Syndroffirefet.

Dominanz: Dominanz:
Fro-inflammation Anti-inflammation

Schock:
Frihe Mortalitat

/'Adéq uate Immunantwort

Immundepression:
Spate Mortalitat

Abbildung 1: Ablauf von Hyperinflammation und Immdepression [14]
14



Dabei wirken Entzindungsprodukte wie THFind Prostaglandine selbst auf die produzie-
renden Makrophagen zurtick, indem z. B. IL-10, adstiéter der anti-inflammatorischen
Zytokine, ausgeschiittet wird. Dieses wiederum ireftizlie Bildung weiterer inhibitorischer
Zytokine wie IL-1RA und sTNFx-Rezeptoren und minimiert eine weitere Antigenpnéese
tion. TGF-3 erhoht ebenfalls die Produktion antiammatorischer Zytokine und verhindert
die Leukozytenadhasion. Neben SIRS kann auch essiw& apoptotischer Gewebeunter-
gang sowie eine generelle Stressreaktion (z. Bh rnachadel-Hirntrauma, Herzinfarkt,
Schlaganfall) ohne vorangehende Entzindungsreakidan einer systemischen Anti-
Entzindung fuhren. Mehrere Studien zeigten einege®rnZusammenhang zwischen dem
zentralen Nervensystem, der Nebennierenrinde umdnflemmation. IL-1, IL-6, TNFe,
MIF (Makrophagenmigration - Inhibitionsfaktor) uwie direkte Stimulation des Hypothala-
mus erzeugt eine erhdhte Ausschittung von ACTH dansHypophyse mit nachfolgender
vermehrter Produktion von Glukokortikoiden und ekensekutive Hemmung der Bildung
pro-inflammatorischer Zytokine [15, 16] . Mit derahplinergic anti-inflammatory pathway"”,
ausgeldst durch eine Vagus-Stimulation und der fiofggnden Ausschittung von Acetylcho-
lin zeigte sich ein weiterer Weg zur Verminderurey dnmunologischen Response. Sowohl
Katecholamine als auch Glukokortikoide verfugenatzigch Uber eine direkte Induktion im-
munsuppressiver Mediatoren wie IL-10. AuRerhalmegipro-inflammatorischen Charakters
weist IL-6 auch eine Funktion als immunregulatdres Zytokin auf. Es verstéarkt die Synthe-
se von Glukokortikoiden, stimuliert Makrophagen Rmoduktion von IL-1-RA, STNFE-R
und Prostaglandin EPGE), einer der starksten endogenen Immunsuppresse@s. inhi-
biert die T-Zell-Mitogenesis, die IL-2 Produktiomadi die IL-2-Rezeptor Expression, um
schlie3lich ebenfalls die IL-10 Ausschittung zdiieien (Abbildung 2).

Resultierend aus den beschriebenen Mechanismehneeisich die durch das chirurgische
Trauma induzierte Immundepression durch erniedfggismaspiegel von TNé&; IL-1, IL-12
und IFN+y aus, wohingegen IL-10, IL-1RA und IL-6 signifikagthoht sind [17, 18] .
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Abbildung 2: Zytokinkaskade bei Entziindung und (Y]

Neben der inadaquaten Funktionsweise von T- ZeifehMakrophagen ist auch deren Inter-
aktion im Falle der Immunsuppression gestort. Immkompetenz wird unter diesen Bedin-
gungen hauptséachlich durch die Deaktivierung dendagten verursacht. Dies verdeutlicht
sich in der stark reduzierten HLA-Rezeptor Expm@ssiin der Reduktion der Antigen-
prasentierenden Zellkapazitat und in dem Verlusseti Zellen, ausreichend TNFnach Sti-
mulation mit LPS in-vitro zu produzieren. Bei stark und langdauernder
Monozytendeaktivierung nach Sepsis, umfangreicherumgischen Eingriffen und Stressre-
aktionen mit folgender Immuninsuffizienz ist dasadRbmen der Immunparalyse charakteri-
siert. Umfangreiche Studien zeigten weiterhin, dassh eine Modulation innerhalb der T-
Helferzellen (Th-Zellen) im Rahmen der Immundepi@sstattfindet. Th- Zellen werden in
zwei funktionale Untergruppen, Thl und Th2, entsbead individueller Parameter wie
Zytokinsekretion unterteilt. Thl-Zellen unterstiitizdie inflammatorische Antwort mittels
Ausschittung von IL-2, IL-12 und IFN; hingegen sich Th2-Zellen durch die Produktion
anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-4, IL-5, IB; IL-10 und IL-13 auszeichnen. Hensler
et al. [19] demonstrierten, dass wahrend des pesdtipen Verlaufes nach einem elektiven
chirurgischen Eingriff die Zytokinsekretion eineitri-Zellen angereicherten und mit CD3,
CD28 stimulierten Fraktion von ,Peripheral Blood Mmuclear Cells* (PBMC) fur IL-2,
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IFN-y und TNFa reduziert war. Dies entspricht einer Verlagerurg @h1/Th2 — Verhaltnis-
ses zu Gunsten der Th2 — Antwort. Bestatigt wuide durch eine weitere Studie, die zeigte,
dass durch Minimierung des chirurgischen Traumapdékotomie versus Laparoskopie) eine
adaquate Th1/Th2 — Antwort und eine ausgeglicheatar8e zwischen pro- und anti-

inflammatorischen Zytokinen aufrecht erhalten warllennte [20] .

1.3 LPS - Desensibilisierung und IL-10/TGF-3 — Desensiisierung als
experimentelles Modell fir die Immundepression/-paalyse

Unter der Vorstellung, dass bei der Entstehungrdmenunparalyse im Rahmen einer bakte-
riellen Sepsis die spezielle Situation der wiedktemooder persistierenden Erregerexposition
eine Rolle spielt, haben sich verschiedene Untaeuales in-vitro-Modells der LPS-
Desensibilisierung zur naheren Charakterisierungbeéeiligten Pathomechanismen bedient
[21, 22, 23] . Es beschreibt den Umstand, dass llden, inkubiert mit einer niedrigen Do-
sis von LPS, eine verminderte Kapazitat zur Pradukvon TNFea nach Restimulation mit
einer zweiten hoheren Dosis von LPS aufweisen. Zlisl ist die Produktion von IFN-
durch T- und NK-Zellen reduziert. LPS interagieuf @er Oberflache von Monozyten mit
dem Toll-Like-Rezeptor 4 [12] . Uber diesen wirdeintrazellulare Signalkaskade ausgeldst,
die schlie3lich in der Produktion pro- und antikamimatorischer Moleklle mindet. Der ge-
naue Mechanismus der Monozyten-Deaktivierung ishtnbekannt. Die Vielzahl der For-
schungsergebnisse legt jedoch ein Zusammenwirkdnweree Mechanismen nahe, darunter
die Herunterregulation von TLR, die Blockade inghalarer Signalkaskaden, die Blockade
der Transkription pro-inflammatorischer Zytokineduden Einfluss anti-inflammatorischer
Zytokine. Randow et al. [21] konnten zeigen, dasshalie anti-inflammatorischen Zytokine
IL-10 und TGF-I direkt einen der LPS-Desensibitisng &hnlichen Zustand induzieren. Da-
bei wurden nur durch die kombinierte Primarstimolatmit beiden Zytokinen vergleichbare
supprimierte TNFa - Werte nach sekundéarer LPS-Stimulation erreici¢ durch LPS-
Primarstimulation. Neutralisation von TGF-3 durcGHH Antikérper in die Primarkultur
fuhrte nur zur einer geringen Erhdhung der TiNSynthese in der Sekundarkultur nach er-
neuter LPS-Stimulation verglichen mit desensiteli|@n Kontrollzellen. Hingegen zeigte die

Blockung von IL-10 durch den entsprechenden momakken Antikérper eine wesentlich
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hohere Effektivitat und fuhrte zu einer vierfachsgggerten Sekretion von TN#{24] . Um
jedoch die vollstandige Aufhebung der LPS verntigelLPS-Toleranz zu erreichen, wurde in
den genannten Studien der Einsatz beider Antikdopebtigt. Der Zustand der Monozyten-
Deaktivierung, unabhangig, ob mittels LPS- oderlQ/A GF-3- Prainkubation induziert, ist
durch die exogene Zufuhr von IFNreversibel. Eine Ubertragbarkeit dieser in ineviérziel-
ten Ergebnisse konnte in verschiedenen Arbeiteeigewerden. Bundschuh et al. [25] de-
monstrierten die Aufhebbarkeit der LPS-ToleranzaMausen durch die exogene Gabe von
IFN-y. Ebenso konnte die vermindere-vivo TNF-0 - Konzentration bei immunparalyti-
schen Patienten und ihr klinisches Outcome dur®tFverbessert werden [26] . Resultie-
rend aus diesen Ergebnissen spielt NsNrauptsachlich von T- und NK-Zellen produziert,
eine Schlusselrolle im Regulationsmechanismus heiscl- Zellen und Monozyten [22] .
Hohe Plasmaspiegel zeigen sich nur unter pathalogrs Zustanden wie Trauma, Infektion
und Autoimmunerkrankungen. Es reguliert u.a. diggen-spezifische Immunantwort, indem
es sowohl in Antigen-prasentierende als auch inAdiggen-erkennende Mechanismen ein-
greift und versetzt Makrophagen und Endothelzealeginen aktivierten Zustand. Nach LPS-
Stimulation produzieren Monozyten eine Reihe R-Nnduzierende Zytokine, u.a. IL-12, der
starkste Induktor fur die Sekretion von IRNE26, 27] . Uberraschenderweise gelang durch
IL-12 nur die Aufhebung der LPS-induzierten Desbifisierung, wohingegen die IL-
10/TGF-R-Desensibilisierung wenigstens zur paeiell Reaktivierung einen weiteren
Cofaktor bendétigt. Hierbei handelt es sich um da8, neben IL-12 der wichtigste endogene
Stimulator fur die IFNy Produktion durch NK- und T-Zellen und mit gleichiderkunft
(Makrophagen, Endothelzellen) wie das synergistiszkende IL-12 [28, 29, 30] . Aus die-
sen Beobachtungen heraus resultierten die Erkessetnidass die anti-inflammatorischen
Zytokine IL-10 und TGF-3 auf unterschiedliche ArtduWeise fungieren. IL-10 beeinflusst
weites gehend die T-Zell-Antwort durch suppresdifiekte direkt auf den Monozyten und
inhibiert dadurch die Ausschittung von IL-12. Imtehschied dazu unterbindet TGF-I3 die
Ausschuttung von IFN- durch seine direkte Modulation an T- und NK-Zelleit daraus
resultierender Unfahigkeit, die durch TGF-R-induaeDesensibilisierung durch die kombi-
nierte Gabe von IL-12 und IL-18 aufzuheben [22] lpAbung 3). Auf der anderen Seite ist
IL-10 nicht alleine befahigt, einen immunparalytisa Zustand auszulésen. So konnte bei der

Behandlung von psoriatischen Patienten mit IL-10@&ine temporédre Immundepression ver-
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zeichnet werden, welches auf die Involvierung weitsuppressiver Faktoren in der Pathoge-

nese der Immunparalyse hinweist [31] .

TGF-

IL-10 \_’/
T —Zelle
NK-Zelle

TraLEl T

IL-10
TGF-B

A

Abbildung 3: Schematische Zusammenfassung der ILAB-B Interaktionen [22]

Das therapeutische Ziel im Falle der Immunparabjsgniert sich durch die Wiederherstel-
lung der verlorenen Immunkompetenz. Neben dem tsebeischriebenen Einsatz von IigN-
IL-12 und IL-18 zeichnete sich mit GM-CSF ein wegienutzbarer Immunstimulator ab [32,
33] . Der Wirkungsradius von GM-CSF, produziert vishymphozyten, Monozyten, Makro-
phagen, Endothelzellen, Fibroblasten und glatterskdizellen, ist vielfaltig. Dem Namen
folgend stimuliert er die Reifung von Progenitoleel zu Neutrophilen, Eosinophilen und
Monozyten, beteiligt sich direkt an der Ausbildudgr Megakaryozyten, minimiert die
Apoptosis von Neutrophilen mit folglich l&angerer Iblaertzeit, reguliert die Expression von
Zelladhasionsmolekilen wie Beta-Integrine und CDCOA8 herauf und induziert eine er-
hohte Genexpression und Ausschittung von IL-1, TiNFrd IL-6 mit resultierender Aktivie-
rung von Monozyten/Makrophagen. Physiologisch iSt-GSF nicht detektierbar in der Blut-
zirkulation einer gesunden Person, hingegen eslrifektion, Fieber und Neutropenie
nachgewiesen werden kann. Verschiedene Arbeitegtezei dass auch GM-CSF die LPS-
induzierte Zytokinausschuttung potenzieren, inevdemonstriert an Knochenmarkzellen von
Mausen, in-vivo direkt an Mausen [25] , wie auch HPS-induzierte Desensibilisierung in-

vitro [34] aufheben kann.
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Zusammenfassend bestatigen die geschilderten Rieselin zweiphasiges Therapiekonzept
hinsichtlich immunparalytischer Patienten. So gst in der frihen hyperinflammatorischen
Phase anti-inflammatorische TherapiestrategieB.(anti-TNF mAK) zu verfolgen, wahrend
in der spaten Phase der verminderten Monozyten émiwimunstimulierende Anséatze (IFN-
Y, GM-CSF, anti-IL-10 mAK) eine Durchbrechung dieZestandes induzieren kdnnen [35] .
Welches in-vitro Modell am geeignetsten die immuogachen Ablaufe im Falle der Immun-
depression nach kardiochirurgischen Eingriffen wsgeegelt, soll in der nachfolgenden Ar-
beit n&her untersucht werden. Nach einer initiddeaktivierung der Monozytenantwort, er-
holen sich die immunologischen Funktionen in denstea Fallen nach kurzer Zeit wieder.
Diese friihe Herunterregulation des Immunsystems kaaioch seine biologische Signifikanz

in der Vermeidung von Uberreaktionen auf Verletzung Infektion haben.

1.4  Das chirurgische Trauma am Beispiel einer elektiveikardiochirurgischen

Intervention
1.4.1 Herzlungenmaschine

Mit Einfihrung der Herzlungenmaschine (HLM) in digdhen funfziger Jahren begann die
moderne Ara der Herzchirurgie. Obwohl sich der &insler HLM fiir eine Vielzahl der Ope-
rationen am offenen Herzen als unentbehrlich erviessste man sich jedoch der Erkenntnis
stellen, dass ihre Verwendung mit einer unerwimsthystemischen Immunreaktion verbun-
den ist [36, 37, 38] .

Funktionsprinzip der Herzlungenmaschine

Die Herzlungenmaschine, apparativer Ersatz von HedzLunge, ermdglicht eine kinstliche
Ventilation und Perfusion. Hauptkomponenten der Hsikld die Blutpumpe mit wahlweiser
pulsatiler oder kontinuierlicher Funktionsweise,r de@xygenator, der mittels einer semi-
permeablen Membran eine,Bufnahme bei gleichzeitiger GEAbgabe ermdglicht, der
Warmetauscher fur das rasche Kuhlen und ErwarmerPddusates und der Sauger, um das
oxygenierte Blut der physiologischen Zirkulatiorrizzkzufiihren. Mittels Katheter im rechten
Atrium oder in der oberen und unteren Hohlvene wiad venése Blut zur HLM geleitet, wo
es den Warmeaustauscher und den Oxygenator passiedurch einen weiteren in der Aorta

ascendens platzierten Katheter dem Blutkreislaefded zugefiihrt zu werden. Optimale Re-
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sultate eines herzchirurgischen Eingriffes fordeetben den chirurgischen Fahigkeiten eine
minimale Schadigung des myokardialen Zellverbanstesdie Erhaltung der physiologischen
Zellfunktion wahrend der Verwendung der HLM. ZurrMeidung der kardialen Ischamie
haben sich zwei SchutzmalRnahmen bewdahrt: zum eleertinsatz der systemischen und
lokalen kardialen Hypothermie (10-15°C), zum andettee Perfusion der Koronarterien mit
einer kaliumreichen L6sung uber einen selektiv elimgchten Katheter. Die damit erreichte
elektromechanische Entkopplung versetzt das Heemnien kardioplegischen Zustand. Erste-
res reduziert den basalen Sauerstoffverbrauch,emédHetzteres den mit elektrischer und me-

chanischer Aktivitat verbundenen Energiekonsum ettth

1.4.2 Herzlungenmaschine als Initiator eines SIRS

Das , post pump - systemic Inflammatory Responsed&me*“ wird durch eine Reihe von
Prozessen wie Aortenklemmzeit, kardioplegische ighallogene Bluttransfusionen oder
operatives Trauma beeinflusst. Im Falle der Hemgdéummaschine zeichnet sich ein
dreifaktorielles Konzept ab: 1. der Kontakt desidtdénblutes mit unphysiologischen Ober-
flachen entsprechend dem Apparataufbau der HLMie2ebenfalls durch die Funktionsweise
der HLM hervorgerufene Entwicklung eines Ischamep&fusionsschadens infolge der Um-
stellung der extrakorporalen auf die physiologisciekulation und 3. die Prasens von
Endotoxinen durch fragliche Translokation aus dernimukosa. Die Translokation wird
durch die ischdmische Darmwand infolge einer vedmiten Blutversorgung des
Splanchnikusgebietes erleichtert [39] . Die aufbetn Prozesse induzieren eine komplexe
Immunantwort, einschlie3lich Komplement- und Leukenaktivierung mit entsprechender
Expression von Adhasionsmolekiilen wie P-Selectid UGAM-1. Mittels aktivierter
Endothelzellen erfolgt zusatzlich eine erhohte Bktidn des Vasorelaxans NO, induziert
durch die ,inducible Nitrix Oxide Synthase“. Ebeltldawerden Arachidonsaurederivate
(PGE), Plattchen-aktivierender Faktor, der VasokonstrikEndothelin sowie reaktive ;0
Radikale durch neutrophile Granulozyten vermeheigigsetzt. Aufgrund dieser ausgeldsten
Kaskade kbnnen sich im postoperativen Verlauf ragmische und renale Dysfunktionen,
Blutungsstérungen, neurologische Komplikationen bis zum multiplen Organversagen
(MOF) entwickeln. Die Morbiditat nach HLM ist mit2% aller Falle als gering einzuschét-
zen, so erhoht sich jedoch die Mortalitat nach keklung einer akuten pulmonalen Erkran-
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kung (ARDS) postoperativ auf
50-70% [10] . Aquivalent zu den Ausfiihrungen ubier systemische Inflammation werden
bei HLM-Anwendung erhdhte Serumspiegel von T&HL-1R3, IL-2, IL-6 und IL-8 gemes-
sen, assoziiert mit klinischen Manifestationen VHgber, reduzierter Bewuldtseinslage,
hamodynamischer Instabilitat und myokardialer Depi@n. Dieses Phdnomen korreliert eng
mit der Dauer der kardialen Ischamiezeit. Auswig@m auf das zellulare Immunsystem
schlagen sich in einem Anstieg der CD8-positived eimer Verminderung der CD4-positiven
T-Zellen, vor allem der TH1-Zellen, nieder. Eineyplologische Gegenregulation erfolgt wie
im bereits beschriebenen Modell der Immundepressiorth die Ausschittung der anti-
inflammatorischen Zytokine IL-10, sSTNé~R und IL-1-RA. Innerhalb der letzten flnfzig
Jahre hielten aufgrund des verbesserten pathopbgisichen Verstandnisses zahlreiche Ver-
anderungen im Hinblick auf die Reduktion der postafiven Morbiditat ihren Einzug. Die
Entwicklung  hoherwertiger  biokompatibler =~ Materialje der  Einsatz  von
Membranoxygenatoren und die Verwendung von zeg@ien Pumpen anstelle von Rollen-
pumpen resultierten in einer geringeren operatid@amolyse, einer reduzierten Blutgerin-
nungsaktivierung und einer Verminderung der zigwghden Embolie. Auch konnten die
Oberflachenmodifikation der HLM-Schlauche mit Hepaund der Einsatz pharmakologi-
scher Substanzen wie Aprotinin und Glukokortikodie systemische immunologische Ant-
wort minimieren. Viele der angesprochenen therapehtn Strategien erreichten eine Sen-
kung des mit der HLM verbundenen Risikos, doch neifd komplikationstrachtige
postoperative Verlaufe insbesondere bei Patienténstark reduzierter linksventrikularer
Ejektionsfraktion, eingeschrankter Nieren- und Lemiginktion sowie bei Patienten hoheren
Alters zu verzeichnen. Wahrend das Risiko fur postative Infektionen insgesamt mit eini-
gen Prozent eher gering ist, steigt es mit zunekereinzahl an Risikofaktoren und Alter auf

zweistellige Prozentwerte.
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1.5 Zielstellung

Das chirurgische Trauma, der technisch bedingtehsi@smus der Organ — Ischamie und
Reperfusion und die Endotoxin-Translokation aus dgsnm bewirken eine komplexe Im-
munantwort. In Vorarbeiten konnten wir zeigen, daB$, IL — 10 und TGF — 3 in vitro eine
Hemmung monozytarer Funktionen induzieren konnén,dém Bild der Immundepression
von ICU Patienten &hnelt. Sind auch Lymphozytemdffeh (IFN -y Synthese), wie dies in
Gegenwart von TGF B der Fall ist, so lasst sich die Immundepressionmia IFN -y und
GM — CSF, nicht jedoch mit IL — 12/- 18 (fehlendiNI - y Synthese) revertieren.

Erstes Zieldieser Arbeit ist die Untersuchung der zellulaned im Plasma befindlichen im-
munologischen Faktoren (Immunstateg;vivoTNF - a, IL — 10, PCT, HLA — DR), welche
im Rahmen eines elektiven kardiochirurgischen Eifeg primar eine transiente Immunde-
pression verursachen. Hierbei wird eine prolongiérimundepression, definierte an o.g. Pa-
rametern, bei Patienten mit bestétigter Infektiaw.bVerdacht auf eine Infektion im Vergleich

zu Patienten ohne Anhalt fur einen Infekt angenomme

Zweitenswird untersucht, ob eine definierte nachgewiedemaundepression durch die in —
vitro Gabe von IL - 10 und TGF3 - Antikoérper entsprechend des LPS — Desensihiliag —
Modells friihzeitig wieder aufgehoben werden kanierbei wird der Hypothese gefolgt, dass
IL— 10 und TGF f zentrale Immunsuppressoren im Rahmen einer pasiibgn Immunde-

pression darstellen.

Drittens wird der Hypothese nachgegangen, ob eine Revantgenoit IFN -y, IL — 12/-18
oder GM — CSF in diesem Patientenkollektiv mdoghshund hierbei eine Differenzierung
zwischen beiden Patientengruppierungen vorgenomfgraglich ist hierbei insbesondere die
Revertierung mit IL — 12/-18, welche eine intakigriphozytenfunktion voraussetzt.
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2 Material und Methoden

2.1  Arbeitsmaterialien

Gerate

- FACS-Calibur — DurchfluRzytometer [Becton Dickims San Jose. USA]
- Immulite [DPC Biermann; Bad Nauheim, D]
- ELISA — Mess — System [Anthos Labtec Instruments; Salzburg, A]
- Megafuge 1.0 [Heraeus Sepatech; Osterode, D]

- Kiihlzentrifuge CR422 [Jouan: Saint Nazaire, F]

- Mikrozentrifuge [Eppendorf; Hamburg, D]

- Brutschrank EG 110 R [Jouan ; Saint Nazaire, F]

- Absaugpumpe Laboport [Neuberger; Freiburg, D]

- Pipetten [Eppendorf; Hamburg, D]

- Mikroskop [Olympus CK2/Japan]

- Sterilbox [Herasafe; Heraeus Instruments, D]
- Neubauer — Zéahlkammer [Marienfeld; D]

Verbrauchsmaterialien

- Venenpunktionsbesteck [Abbott, Irland]

- Multiadapter fir S-Monovette [Sarstedt; Nurnbred

- Softasept N [Braun, D]

- S-Monovette 4,5 ml Lithium — Heparin [SarstedtirNbrecht, D]

- S-Monovette 2,7 ml EDTA [Sarstedt; Nirnbrecht, D]

- Falcon Zellkulturplatten 48 well [Becton DickinsdNew York, USA]
- Nunc-Immuno 96 Microwell MaxiSorp [Nunc Gmbh; Waden, D]

- Cellstar TC-Tube [Greiner Bio-one; D]

- Falcon Blue Max 50ml [Becton Dickinson; San Jose, USA]
- ReaktionsgefalRe [Eppendorf, Hamburg, D]

- Polypropylene Tube [ICN; Niederlande]

- Pipettenspitzen [Sarstedt; Nurnbrecht, D]

- SafeSeal Tips Premium [Biozym; Oldendorf, D]

- Pipettierhilfe Pipettus standard [Hirschmann; istedt, D]



- Transferpipette

Biochemikalien / Reagenzien

- PBS Dulbecco’s

- Ficoll — Paque Plus

- Aqua-dest

- RPMI 1640 Zell-Kultur-Medium

- Fetal Bovine Serum

- L — Glutamin

- Penicillin — Streptomycin

- Essigsaure 100%

- Trypanblau 1%

- Anti — HLA-DR PE/ Anti-CD14 PerCP-Cy 5.5. Antiker
- Anti — CD 2 Fitc

- Anti — CD 16 Fitc

-Anti— CD 3 PE

- Anti— CD 19 PE

- Anti — CD 45 PerCP

- Anti — CD 14 APC

FACS — Puffer, Zusammensetzung

- PBS

- 2% FKS (bezogen auf Volumen)

- 0,1% NaN (bezogen auf Masse)
FACS Lysing Solution

- Lipopolysaccharid (E.coli)

- Rekombinantes Humanes IL — 12

- Rekombinantes Humanes IL — 18

- Rekombinantes Humanes GM — CSF
- Imukin, Interferon gamma — 1b

- Monoklonaler IL — 10 Antikorper

- Monoklonaler TGF — 31,2,3 Antikérper
- Mause IgG1 Isotyp Kontrolle

- Rekombinantes humanes TGF-31

- Rekombinantes humanes IL-10

[Sarstedt; Nurnbrecht, D]

[Hausapotheke Charite; Berlin, D]
[Amersham Pharmacia; USA]
[Braun; Melsungen, D]
[Biochrom KG; BerljD]
[Biochrom KG; Berlin, D]
[Biochrom KG; Berlin, D]
[Invitrogen CorporatiddK]
[Merck; Darmstadt, D]
[Dr. K. Hollborn + Séhne; Leipzig, D]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Immunotech; USA]
[Immunotech; USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]

[Becton Dickinson; San Jose, USA]

[Biochrom KG; Berlin, D]
[Serva; HeidelbBig,

[Becton — Dickinson; San Jose, USA]
[Sigma; Heidelberg, D]
[RnD Systems; Himidlg, D]
[Medical&Biologitaboratories; Japan]
[RnD Systems;dhmady, D]
[Boehringer IngétheD]
[hergestellt v&obert Sabbat; Charité, D]
[RnD Systemsidelberg, D]
[RnD Systems; Heideth D]
[RnD Systems; Hebdgl D]
[RnD Systems; Heddg|lD]
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Test-/ Reaktions-Kits

- CaliBRITE™ - Beads [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- QuantiBRITEM PE [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- LUMITEST PCT Assay [BRAHMS Diagnostica GmbH; Berlin, D]
- ex vivo LPS — Stimulation Kit [Milenia Biotec Griab; Bad Nauheim, D]
- Duoset ELISATNF O [RnD; Heidelberg, D]

- Human IL — 10 Ultrasentive [BioSource; CalifanlUSA]

- TGF - 31 EASIA [BioSource; California, USA]

Software

- FACS CompTM [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- CellQuestTM [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- QuantiCALCTM [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- MS Office 2000, SPSS 11.0, SAS Version 8

Die im Folgenden aufgefuhrten Untersuchungen wurdigrdem zuvor aufgelisteten Materia-
lien durchgefinhrt.

2.2  Experimentelle Voruntersuchungen

Fur alle Experimente dieses Versuchsteils wurdd Btun freiwilligen gesunden Spendern
(Laborpersonal) verwendet. Das Blut wurde mitteds dben genannten Blutabnahmesystems
in Lithium Heparin Monovetten abgenommen und didVEB nach dem Dichtegradienten-
Verfahren durch Ficoll-Paque-Uberschichtung gewanimabei werden 14ml CELLSTAR —
Rohrchen mit jeweils 3ml FICOLL-PAQUE beschickt, wénd das gewonnene \ollblut mit
sterilem PBS (Phosphate buffered saline) 1:1 vertdimrd. Das FICOLL — PAQUE wird
danach vorsichtig mit 8ml verdinntem Vollblut Ulsnishtet und fur 20min bei 1000g und
Raumtemperatur zentrifugiert, wobei an der verw&md&entrifuge eine Beschleunigung von
5 — 6 und eine Bremswirkung von O eingestellt Mach der Zentrifugation stellt sich die

Zellansammlung als weil3er Ring dar, welcher mifeHgliner Pasteur — Pipette geerntet und in
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ein FALCON BLUE MAX — Rohrchen Uberfuhrt werden karim Sediment befinden sich
die separierten Erythrozyten und Granulozyten. Ridrchen werden bis zur 50ml — Marke
mit sterilem PBS aufgefillt und in einem dreisdiggn Waschgang gereinigt. Im ersten und
zweiten Waschgang werden die Proben bei 210g fiieijg 10min bei Raumtemperatur
(Bremse 5) zentrifugiert, anschlieRend dekantdiet,Zellen vorsichtig resuspendiert und mit
sterilem PBS bis zur 50ml — Marke erneut aufgeféitch der letzte Waschschritt folgt dem-
selben Zentrifugationsmuster, jedoch werden diéeBednschliel3end in komplettes Medium
aufgenommen und die Zellzahl mittels Trypan-Blaad LEssigsaure-Farbung in der Neu-
bauer-Zahlkammer auf 2 Mio/ml eingestellt. Alle [Ralturansatze wurden bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Die Messung von TNé&-aus den Kulturiiberstanden erfolgte unter Verwen-

dung des TNF& - ELISA.

Ziel dieser experimentellen Voruntersuchungen veraeifbauend auf bereits bekannten Er-
gebnissen die entsprechenden Antikorperkonzentietiovon IL-10- und TGF-3 Antikorper
Zu ermitteln, um sie im ersten Versuchteil der ladirurgischen Studie anwenden zu kon-
nen. Fur die Desensibilisierung wurden die PBMCjewteils 0,5 ng/ml LPS, 10 ng/ml IL-10
und 10 ng/ml TGF-R wie oben beschrieben fir 24kikatt. Danach wurden die Uberstande
abgenommen. Die in den Wells verbliebenen Zellerdem 3x mal mit 900 kompletten Me-
dium gewaschen und jeweils mit 100g fur faunf Minuteei 4°C herunter zentrifugiert. Nach
dem letzten Waschen erfolgte eine erneute Stinaumatit 100ng/ml LPS und eine weitere
Inkubationsphase von 24h. Aus den Kulturiberstandende jeweils TNFa bestimmt.
Wietere Ansatze ergaben sich durch eine gestufte&drationszunahme der jeweiligen An-
tikorper. Im Einzelnen bedeutet dies eine Zugabe 1@ng/ml, 100ng/ml, dg/ml, 1Qug/ml
und 2Qug/ml Antikdrper 1L-10. Im Falle von TGF-[3 Antikérpdnandelte es sich um eine
Konzentrationsabstufung von d&/ml, 1Qug/ml, lug/ml und 100ng/ml. Nachdem die ent-
sprechenden Konzentrationen ermittelt wurden, esjelb ein zusatzlicher Ansatz durch die
Kombination beider Antikérper bzw. durch die Einfling einer Negativkontrolle in Form der

IgG;-Isotyp-Kontrolle. Tabelle 1 soll noch einmal dierSuchsansatze zusammenfassen:
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Tabelle 1: Stimulationsansatze zur Konzentratiosistmenung von AK-IL-10/AK-TGF-

0 —24h 24 — 48h

- PBMC - gesunder Spender  100ng/ml LPS
LPS 0,5ng/ml PBMC — gesunder Spenderl00ng/ml LPS
IL-10 10ng/ml PBMC — gesunder Spenderl00ng/ml LPS
TGF-R 10ng/ml PBMC — gesunder Spenderl00ng/ml LPS
AK — IL-10 10ng/ml, 100ng/ml, dg/ml, 10ug/ml, 2Qug/ml PBMC — gesunder Spenderl00ng/ml LPS
AK — TGF-3 100ng/ml, fig/ml, 1Qug/ml, 15ug/ml PBMC — gesunder Spenderl00ng/ml LPS
IL-10 10ng/ml + AK — IL-10 jeweilige Konzentratione PBMC — gesunder Spendgd00ng/ml LPS

TGF-B 10ng/ml + AK — TGF-R3 jeweilige Konzentratione PBMC — gesunder Spendgd00ng/ml LPS

LPS 0,5ng/ml + IL-10 10ng/ml und/oder TGF-R 10ng/ml | PBMC — gesunder Spenderl00ng/ml LPS

LPS 0,5ng/ml + AK — IL-10 + IL-10 10ng/ml PBMC —gender Spender 100ng/ml LPS
LPS 0,5ng/ml + AK — TGF- + TGF-3 10ng/ml PBMC -sgeder Spender 100ng/ml LPS
LPS 0,5ng/ml + AK — IL-10 + AK — TGF-R PBMC — geslan Spender 100ng/ml LPS

2.3 Kardiochirurgische Studie
2.3.1 Studiendesign

Von April 2002 bis August 2002 wurden 33 Patierd#is dem Deutschen Herzzentrum, wel-
che sich einer Bypass- oder Klappenersatzoperatitgrzogen haben, in die Studie fir einen
Beobachtungszeitraum von maximal sechs postoperafiagen eingeschlossen. Einschluss-
kriterium fur die Studie war ein elektiver operativEingriff unter Verwendung der Herzlun-
genmaschine mit postoperativer Verlegung auf dienisivstation. Eines der folgenden Krite-
rien sollte ebenfalls positiv beantwortet werdemr@n: Mindestalter von 70 Jahren,
Mindestbypasszeit von 120 min, der notwendige Emsan Katecholaminen innerhalb der
ersten 24h postoperativ oder eine praoperativetigferaktion von weniger als 25 %. Das
Ziel bestand darin, eine Patientenpopulation niibketem Risiko fir postoperative Komplika-
tionen einzugrenzen. Hingegen ausgeschlossen a@uwtbe wurden Transplantatempfanger,
Patienten mit bekannter HIV-Infektion, postoperatiKortikosteroidtherapie fur mehr als
24h, mit praoperativ notwendiger Dialyse und Pagemmit bereits préoperativ bestehendem
Verdacht einer Infektion. Die urspriingliche Anzabh 33 Patienten reduzierte sich auf 30

Patienten, da eine Mindestbeobachtungszeit vors®perativen Tagen vorliegen sollte. Die
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Studie wurde von der lokalen Ethik-Kommission genig, auch liegen Einverstandniserkla-

rungen fur alle Patienten in schriftlicher Form.vdes weiteren wurde neben einem innerkol-
lektiven Vergleich auch ein direkter Vergleich reiher gesunden Probandenpopulation ange-
strebt. Hierzu erfolgte eine freiwillige Blutentrmab von 17 gesunden Spendern, deren Alters-

Altersstreuung von 23 — 82 Jahren reicht.

2.3.2 Laborbestimmungen und klinische Datenerhebung

Die Blutentnahme (2,7ml EDTA und 4,5ml Lithium-Hejpa erfolgte vom 1. bis zum 6. pos-
toperativen Tag mittels Monovettensystem. Die EDIAlutentnahme wurde zur Bestim-
mung der Oberflachenexpression von HLA-DR und eVablut-Immunstatus mit Hilfe der

DurchfluRzytometrie genutzt, weiterhin diente sier Messung von IL-10- und PCT-
Plasmaspiegeln sowie zur Bestimmung eeivivo TNF-a - Sekretionskapazitat. Die Hepa-
rin-Blutentnahmen fanden Anwendung in den spateschméebenen experimentellen Ver-

suchsanordnungen.

Zusatzlich wurden taglich klinische und paraklihie®aten der Patienten bezuglich des Auf-
tretens von Infektionen erhoben. Hierzu z&hlen di@Antibiotikavergabe, mikrobiologische
Befunde, Réntgen — Thoraces, vom DHZB bestimmte ERRrte, die Erhebung der SIRS —
Kriterien und medikamentose und therapeutische &ligkeiten. Auf dieser Grundlage er-

folgte die klinische Einteilung der Patienten.

2.3.3 Durchflusszytometrische Bestimmung von Oberflachetginen
2.3.3.1 Grundlagen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglictellen oder andere Partikel auf der Grund-
lage von Streulicht und Fluoreszenzeigenschaftenrtersuchen (FAC% — Methode). Sie
quantifiziert im Vergleich zu Mikroskopie simultanehrere optische Eigenschaften komplet-
ter Zellen mit hoher Durchsatzrate. Dabei wird Siespension, in der die Zellen einzeln vor-
liegen mussen, durch eine Roéhre geleitet und mitbgher Mantelflissigkeit derartig be-
schleunigt, dass eine laminare, nicht — turbulédtt®mung entsteht. Die Zellen gelangen

einzeln nacheinander zum Messpunkt, auf den einmtgaserstrahl fokussiert ist. Die resul-
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tierende Streuung des Lichtes ergibt sich aus tgaikalischen Eigenschaften der Zelle. Ihre
relative GrofRe wird durch das Vorwartsstreulichavw@rd Scatter — FSC), ihre relative Granu-
laritat oder ihre interne Komplexitat durch das 9@eitwartsstreulicht (Side Scatter — SSC)
bestimmt. Mit diesen Angaben ist es bereits moglikh einzelnen leukozytaren Populationen
— Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten - zu unteesten. Eine weitere Differenzierung
in Subpopulationen wird durch das Anfarben mit feszenzmarkierten spezifischen Antikor-
pern gegen spezielle Oberflachenmolekile ermdgl@btch das Laserlicht werden Fluores-
zenzmolekuile (FITC, PE, PerCP und APC) angeregtamittieren ihrerseits Licht eines be-
stimmten Wellenlangenbereiches, welches durch zlid#& Photomultiplier detektiert wird.
Da sich Lichtemissionen eines Fluoreszenzfarbsditeer einen grof3eren Wellenlangenbe-
reich erstrecken und sich die Spektren einiger dtaffe Uberlappen, konnen Messwertverfal-
schungen entstehen. Um dieses zu vermeiden, witelsnspezieller Software der Vorgang

der ,Kompensation“ durchgeftuhrt.

Mit der Auswertungssoftware ist es moglich, diel@ggbulationen in verschiedenen Parame-
terkombinationen darzustellen und auch die durahigtibhe Menge an markierten Antikor-

pern pro Zelle zu quantifizieren, indem mit Hilfgnghetischer Partikel (Beads), die eine be-
stimmte Anzahl an Farbstoffmolekilen auf ihrer Glaehe tragen, die gemessenen Signale

auf einer Standardkurve verifiziert werden.

2.3.3.2 HLA-DR- und Immunstatusmessung

Zu jeweils 50 auf Eis gelagertes EDTA — Blut wurden je:l28ntikorperldsung gegeben. Im
Falle der HLA-DR — Bestimmung enthielt die Suspend?erCP-CY5.5-konjugierte Antikor-
per gegen das vor allem auf Monozyten exprimiert®lekiil CD14. Durch den
Cyanofarbstoff CY5.5 wird die Spezifitat des Antigérs fir Monozyten zusatzlich erhdht.
Zur Charakterisierung der Lymphozytenpopulatiomtba CD2/CD16 FITC, CD3/CD19 PE,
CD45 PerCP und CD14 APC als ParameterkombinatioMesgsung (Anti-CD3 fur T-Zellen,
Anti-CD16 fur NK-Zellen, Anti-CD19 fir B-Zellen, ArCD14 fir Monozyten, Anti-CD45
fur alle hAmatopoetischen Zellen). Es folgte ei@eniBitige Inkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur, gefolgt vom Zentrifugieren bei 200g dem Absaugen des Uberstandes.
Anschliel3end wurden die Erythrozyten mit 0,5ml FA€3.ysing Solution fir 30min bei
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Raumtemperatur im Dunkeln lysiert, danach wiedemin200g zentrifugiert und der Uber-

stand entfernt. AbschlieRend wurde die Proben mIitBACS — Puffer gewaschen.

Die Messung der Ansétze erfolgte mit einem FACSakb@r™ Durchflusszytometer und der
zum Gerét gehorigen CellQuB4t- Software. An jedem Tag wurde zu Beginn der Megsun
eine Geréte — Kalibrierung mit dem Programm FACSE8hund dem ,CaliBRITEM —
Beads — Kit" durchgefuhrt.

Testi: Pop1: Monozyten Gatel: Monozyien
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Abbildung 4: Abbildung einer HLA-DR- und Immunstataoessung mittels FACS

2.3.4 Bestimmung humoraler Marker mittels ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) steith immunologisches Nachweisver-
fahren dar, welches auf einer enzymatischen Fattosabasiert, dar. In der klassischen
»Sandwich-Technik* binden Coating- und Detektion#dirper an das gesuchte Antigen, wo-
bei ein Farbumschlag durch die ebenfalls am Deatekéntikbrper gebundene
Merrettichperoxidase und einem zugegebenen Fartsaubervorgerufen wird. Die Auswer-

tung erfolgte mit Hilfe des Photometers der Firnmah®s labtec Instruments.
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2.3.4.1 Bestimmung von IL — 10

Anwendung fand das Prinzip der ,Sandwich-Techni&der Bestimmung von IL — 10 am 1.
und letzten postoperativen Tag (Verlassen des Dhi¥. 6 postoperative Tage) mittels des

Human IL — 10 Ultrasensitive Immunoassay Kits.
2.3.4.2 Bestimmung der monozytaren ex-vivo TéBekretionskapazitét

Der ,ex-vivo Stimulation Kit* der Firma Milenia diente zur Egsung der TN+ - Sekre-
tionskapazitat. Es wurden nur die im Stimulationsdfthaltenen, pyrogenfreien und einzeln
verpackten Materialien (Pipettenspitzen, Reaktiefége) verwendet, um zusatzliche Stimuli
fur die TNFa Bildung moglichst auszuschlie3en.:[5Beparinisiertes, bei Raumtemperatur
gelagertes Blut wurde mit 500LPS — Losung (500pg/ml) versetzt und zur Stimalatder
Monozyten fiir 4 Stunden bei 37° inkubiert. Der ganene Uberstand nach Zentrifugation
mit 1000g wurde bei —70° gelagert. Die definitiveeddung erfolgte mit Hilfe des ,DuoSet
ELISA—- TNFa"“.

2.3.4.3 Bestimmung von Procalcitonin (PCT)

Die PCT — Messungen fanden vom 1. bis maximal tqmerativen Tag statt. PCT wurde mit
einem Kit der Firma Brahms Diagnostica und dem lnometer ,Beri-Lux Analyzer 250"

der Firma Behring gemalf? der Arbeitsanleitung destdiers gemessen.

2.3.5 Experimentelle Versuchsanordnung
Der experimentelle Versuchsaufbau setzt sich aes Yersuchsanteilen zusammen.

Der erste Versuchsaufbau basiert auf der InkubatonPBMCs gesunder Spender mit den
Sera, welche postoperativ von den kardiochirurgincRatienten gewonnen wurden. Priméar
sollte der fraglichen suppressiven Wirkung der \@réleten Seren nachgegangen werden und
bei Nachweis dieser anhand verminderter TaNFProduktion nach erfolgter LPS-Stimulation

eine Aufhebung mittels Zugabe von AK-IL-10 und/o8&-TGF-3 erreicht werden.
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Im zweiten Versuchsabschnitt hingegen erfolgteRt@&nkubation entsprechend der Prapara-
tionsanleitung von Patientenblut gewonnener PBM@dekannten Immunstimulanzien wie
INF-y, IL-12/-18 und GM-CSF.

Fur alle Experimente dieses Versuchteils wurdeeRegn mittels Lithium-Heparin Monovette
4,5 ml Blut vom 1. bis maximal 6. postoperativery Beatnommen bzw. erfolgte bei den Pro-

banden eine einmalige Blutentnahme.
2.3.5.1 Monozyten-Desensibilisierung durch IL-10 und TGF-R

In Anlehnung an das Standard-Protokoll fir die kgisng mononuklearer Zellen (PBMC),
basierend auf dem Konzept des Dichtegradienterakeghs durch Ficoll-Paque Uberschich-
tung, konnte die Herstellung der PBMCs von Blutuyeer Spender (Laborpersonal) vorge-
nommen werden. Die Zellen wurden in komplettes Med{VLE RPMI Medium mit 10%
Fetale Bovine Serum, 1% Penicillin-Streptomycin dfd Glutamin) aufgenommen und die
Zellzahl mittels Trypan-Blau-Farbung und Essigsanrder Neubauer-Zahlkammer so einge-
stellt, dass in der Kultur jeweils eine Konzentratvon 1Mio. Zellen/ml vorlag. Alle Zellkul-
turansatze wurden bei 37° und 5% Lkubiert. Die Messung von TN&-aus den Kultur-

Uberstanden erfolgte mit dem TNFELISA Kit von RnD.

Far die Versuche zur Aufhebbarkeit von LPS-, IL-1@&nd TGF-R-induzierter
Monozytendesensibilisierung erfolgte die Applikativon Plasmen kardiochirurgisch ver-
sorgter Patienten zu den im Vorfeld gewonnener PBM@nI heparinisiertes Blut diente der
Gewinnung von Plasma, wobei eine Trennung der lgkyéren von der flissigen Phase
durch Zentrifugation bei 1000 RPM fir 10min err¢ickwvurde. Ein zusatzlicher
Zentrifugationsschritt des Uberstandes bei 3000 ReVbmin fand anschlieRend statt, um
restliche Zelliberstéande zu entfernen. In der Rkoiéur wurden die PBMCs mit dem ge-
wonnenen Plasma, sowohl von Patienten als auclgesunden Kontrollprobanden, versetzt.
Insgesamt ergaben sich 6 verschiedene Ansatze diiecleinzelne Zugabe von jeweils
10pg/ml IL-10 Antikorper, 1Qug/ml TGF-3 Antikorper, 10g/ml Maus — IgGlsotyp Kontrol-

le und der kombinierten Gabe von IL-10- und TGF+ikorper. Die einzelnen Ansétze der

Primarkultur sind in der folgenden Tabelle nochnaah tibersichtlich dargestellt.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Versuchsanséatze
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=

PBMC — gesunder Spende

PBMC — gesunder Spende

=

Patientenplasma

PBMC — gesunder Spende

=

Patientenplasmaug/ml 1L-10 AK

PBMC — gesunder Spendgr  Patientenplagmaug/ml TGF-R AK

PBMC — gesunder Spendgr  Patientenplasma@ug/ml Maus — 1gG Isotyp Kontrolle

o O Al W N|

PBMC — gesunder Spendegr  Patientenplasm@ug/ml IL-10- + 1Qug/ml TGF-B AK

Identische Ansétze wurden ebenfalls fur die Kofpagulation durchgefihrt, wobei das Pa-
tientenplasma durch das der gesunden Probandemtessgde. Nach einer Inkubation der
Primarkultur fur 24h wurden die Kulturiiberstéande ratiu einen anschlieRenden
Zentrifugationsschritt (100g, 5min, 4°) gefahrloewgpnnen. Es folgte eine dreimaliger
Waschgang, bei dem die in den Wells verbliebendleZgeweils mit 400:1 Medium gewa-

schen, mit 100g fir 5 Minuten bei 4° wieder herumentrifugiert und die Uberstande ent-
fernt wurden. Nach dem letzten Waschschritt wuraenAnséatze mit 100 ng/ml LPS versetzt
und fur weitere 24h inkubiert. Der anschlie3endstifeigationsschritt mit 100g fur 5min bei

4°C ermdglichte die saubere Abnahme der Zellibedstidwelche mittel eines TNd--

ELISA ausgewertet wurden.

2.3.5.2 Untersuchung der Reaktivierbarkeit deaktiviertesridzyten

Fur die Versuche der Reaktivierbarkeit deaktivieM@nozyten wurde hinsichtlich Methoden
und Rekrutierung der Patienten und Kontrollprobande im ersten Versuchsteil verfahren.
Es erfolgte eine erneute Préparation von mononteZellen (PBMC) aus 3,5ml des ge-
wonnenen Patientenblutes mit einer Einstellung@&Mio. Zellen/ml nach dem bereits oben
beschriebenen Protokoll. Alle Zellkulturansatze adeur bei 37° und 5% CQOnkubiert. Es
wurden jeweils 250 PBMC in einer 48well Platte mit drei unterschieblen Stimulationsan-
satzen versehen, wobei ein Gesamtvolumen vorl p8® Well mittels Auffillen durch kom-
plettes Medium erreicht wurde. Im 1. Ansatz, derRarstellung der Negativkontrolle diente,
erfolgte die Kultivierung der PBMC nur mit Mediurnm den folgenden Ansatzen wurden die
PBMCs in der Primarkultur jeweils mit 20ng/ml INF50 ng/ml GM-CSF und der additiven
Gabe von 50ng/ml IL-18 und 20ng/ml IL-12 versefdte Zellkulturanséatze wurden fur die

nachsten 24h unter den oben beschriebenen Bediegunkubiert. Die weitere Versuchsan-
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ordnung deckt sich  hinsichtlich ~ Waschvorgang  mit n de entsprechenden
Zentrifugationsschritten des ersten Versuchsaufblash dem letzten Waschgang wurden
die Zellen mit 100ng/ml LPS stimuliert und erneit fveitere 24h inkubiert. Aus den ent-

standenen Zelliberstanden gelangte die Messun@MBro mittels ELISA.

24 — 48h Inkubation 37° C
TNF-a - Messung

»

3xWaschen
+LPS

0 — 24h Inkubation 37° C
+ IFN, 1L-12/-18, GM-CSF

Abbildung 5: Darstellung des zeitlichen Ablaufs

2.3.6 Statistische Auswertung

Da sich bei der Datenanalyse keine Normalverteildagtellte, diente als Grundlage zur sta-
tistischen Auswertung das sogenannte BRUNNER — Moéa nicht-parametrisches Mo-
dell, in dem das Versuchsergebnis zu einem besemieitpunkt von vornherein relativ zu
allen anderen Ergebnissen des Versuchs dargestellt Neben der bekannten graphischen
Darstellung anhand von Boxplots ermdglicht diesealpsemodell auch die graphische Dar-
stellung von zeitlichen Verlaufen anhand relativdarginaleffekte. Auf diese Weise erhalt
man einen Eindruck, wie sich diese relativen E#fektit der Zeit verdndern oder sich zwi-
schen den einzelnen Versuchsgruppen unterschettierelativer Effekt p4/2 bedeutet, dass
die Versuchsergebnisse in der Gruppe x zum Zeitpsiglegenuber den Versuchsergebnissen
in allen anderen Gruppen zu allen anderen Zeitmgtl kleineren Werten tendieren. In glei-
cher Weise bedeutet in einem nicht-parametrischarngidalmodell p2/2 eine Tendenz zu

groReren Werten [40] .
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3 Ergebnisse
3.1 Klinische und paraklinische Einteilung der Patienten

Von den 33 eingeschlossenen Studienpatienten wurdelm Beendigung der Studie diejeni-
gen mit einer Studien-Evalutationszeit von wenigkr 3 Tagen (N=3) ausgeschlossen, da
dieses als zu kurzer Beobachtungszeitraum eingestutie. Eine weitere Differenzierung
des Patientenklientel ergab sich durch die Gruppgrin Patienten mit Verdacht auf eine
Infektion bzw. bestatigter Infektion und Patientait keinem Anhalt fiir eine Infektion. Pati-
enten mit ,Verdacht auf Infektion bzw. bestétigbefektion“ definierten sich durch das Auf-
treten von mindestens zwei positiven SIRS — Keteridie Behandlung mit einem therapeuti-
schen Antibiotikum und mindestens einem der folgeniriterien: purulentes Trachealsekret,
bronchopulmonare Infiltrationen, diagnostiziert Rdntgenbild, ein kontinuierlicher Anstieg
des C-reaktiven Proteins oder der Leukozyten. Anlaggebend fir die bestatigte Infektion
war ein positiver mikrobiologischer Befund mit esudigem Keimnachweis. Die Zuordnung
zu der Patientengruppe mit ,Verdacht auf Infekti@nfolgte durch das Auftreten von positi-
ven Kklinischen Infekt- und entsprechenden Laborpatarn, jedoch ohne Nachweis eines
positiven mikrobiologischen Befundes. Sofern keides aufgefiihrten Kriterien zutraf, er-
folgte die Zuordnung des Patienten in die Gruppeink Infektion“. Auch hier betrug die
perioperative Gabe eines prophylaktischen Antikiotis nicht mehr als 48h. Aufgrund dieser
Einteilung ergab sich ein weiterer Ausschluss vagesamt 8 Patienten, da hier entsprechend
der oben aufgefiihrten Kriterien keine genaue Zuamgnerfolgen konnte. Die Endzusam-
mensetzung lieferte ein Patientenkollektiv von NZ #vobei jeweils 11 Patienten in der
Gruppe der ,Verdacht auf Infektion und bestatigtiektion” und in der Gruppe ,Keine Infek-
tion“ am 1. postoperativen Tag vertreten waren (hing 6, Tabelle 3-5). Insgesamt wurden
die Patienten bis zum 6. postoperativen Tag betfalgrund der stark reduzierten Patienten-
zahlen ab dem 4. postoperativen Tag bei verklnziegezeiten, erfolgte die statistische Aus-
wertung nur bis zum 4. postoperativen Tag, um siath relevante Stichprobenzahlen auf-

weisen zu koénnen.
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33 Patienten

-3 Patienten
Postoperativer Verlauf <3 d

30 Patienten

-8 Patienten
Einteilungskriterien nicht erfull

22 Patienten

11 Patienten : 11 Patienten:
LVvd.a. Infektion + .Keine Infektion“
bestétigte Infektion’

Abbildung 6: Entwicklung Patientenkollektiv

Tabelle 3: Alter, Geschlecht, Beobachtungszeitraverieilung SIRS — Kriterien

Keine Infektion Verdacht auf Infektion + (bestatigte Infektion)
N 11 11 (2)
Alter (Range) 74 (60 — 82) 77 (71-87)
Geschlecht m/w 6/5 5/6
Evaluation
1. postoperativer Tag 11 11
2. postoperativer Tag 11 11
3. postoperativer Tag 11 11
4. postoperativer Tag 8 11
SIRS positiv/negativ Tag 1 2/9 a/7
SIRS positiv/negativ Tag 2 3/8 6/5
SIRS positiv/negativ Tag 3 1/10 714
SIRS positiv/negativ Tag 4 1/7 714
SIRS positiv/negativ Tag 5 0/4 8/2
SIRS positiv/negativ Tag 6 0/0 4/3

Tabelle 4: Spektrum der mikrobiologischen Befurtgerhalb des Beobachtungszeitraumes

Mikrobiologische Befunde N-Zahl Mikroorganismen

Hautabstrich, Frage nach MRSA 1 Staphylococcus aureu

Trachealsekret 2 Citrobacter diversus/koseri, Peotelgaris, Klebsiella oxytoca




Tabelle 5: Spektrum der mikrobiologischen BefundBexhalb des Beobachtungszeitraumes

Mikrobiologische Befunde N-Zahl Mikroorganismen

Trachealsekret 4 Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumonia, Trishosporon
asahii, Staphylococcus aureus,
Citrobacter diversus, Citrobacter koseri,

Pseudomonas aeruginosa

Sputum 2 Escherichia coli, Enterobacter cloacae,

Staphylococcus koag. neg.

Sternalabstrich 2 Staphylococcus koag. neg.,
Candida albicans

Urin 5 Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Proteus mirabilis

Blutkultur 2 Staphylococcus aureus,
Staphylococcus koag. Neg.

Zentralvenenkatheter 3 Staphylococcus aureus, Gatecus

faecalis, Staphylococcus koag. neg.

Andere Wundabstriche 3 Escherichia coli, Enterogedaecalis,
Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecium, Trichosporon asahii

Pleurapunktion 1 Aspergillus fumigatus

Hautabstrich 1 Staphylococcus koag. neg., Staphylo-

COCCus aureus

3.2 Datentabellen

Die folgenden Tabellen dienen der Darstellung @lobenen Messungen im Rahmen dieser
Studie. Hierbei erfolgt sowohl eine jeweilige Zuouthg zu den beschriebenen Gruppierungen
als auch die Auflistung der Mediane und der 25%d d6%-Perzentilen. Eingrenzend muss
erwahnt werden, dass die ex-vivo THF Messungen nur eine stark reduzierte Probenzahl
aufweisen. Grund hierflr ist die im Nachhinein dgestellte Verunreinigung einer verwende-
ten Charge. Um jedoch einen Eindruck des immunstbgin Verhaltens zu erhalten, ist die

Auflistung dieser Daten ebenfalls vorgenommen worde
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Tabelle 6: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzenglegémessenen zellularen und léslichen Faktorediéir

Gruppe ,Keine Infektion“

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Post-OP Post-OP 6
N=11 N=11 N=11 N=8 N=4 N=0
Immunologische Marker
HLA-DR (AB/cell) 10457 12561 13956 16245 21062
(6122-12799) (7420-13860) (8991-15784) (14363723RL6564-30736)
IL-10 (pg/ml) 7 5%
(6-10) (4-8)
PCT (pg/ml) 301 300 197 172 301
(205-493)  (174-484)  (149-251)  (80-274) (216-686)
N=4 N=4 N=4 N=4 N=3 N=0
ex-vivo — TNFe (pg/ml) 444 350 444 363 541
(376-587)  (254-512)  (353-476)  (227-453)  (328%8

* Messwerte am jeweils letzten Tag innerhalb ded®nzeit durchgefiihrt

Tabelle 7: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzengleggmessenen Immunstaten fir die Gruppe ,Keirekinf

tion”
Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Po5t-OP Post-OP 6
N=11 N=11 N=11 N=8 N=4 N=0
Immunstaten
Leukozyten 10500 11700 9840 8340 7110
(8500-11900) (8720-13800) (8300-10700) (6950-960(6230-7825)
Lymphozyten (%) 438 6,9 13,1 14,4 12,5
(3,5-7,4) (5,3-8,7) (5,6-13,7)  (10,6-15,7) (582
Monozyten (%) 7,6 7,4 6,7 75 9,2
(5,3-9,6) (6,0-9,1) (6,4-7,8) (6,6-8,1) (7,8-20,1
Granulozyten (%) 89,0 85,0 80,2 78,2 79,7
(85,1-90,3)  (83,4-87,2) (78,6-87,9)  (75,9-82,4) 74,6-84,4)
B-Zellen (% Lymphozyten) 17,0 18,8 15,2 13,6 14,4
(8,4-21,4)  (13,8-22,8) (9,9-18,7)  (6,8-16,6)  (31B4)
T-Zellen (% Lymphozyten) 51,7 66,8 67,2 73,5 67,0
(42,1-68,3) (57,9-77,2) (60,3-74,4)  (59,1-81,3) 58,8-79,4)
NK-Zellen (% Lymphozyten25,7 13,1 13,8 7,2 10,7
(19,8-46,5) (5,3-20,6)  (5,7-21,5)  (4,2-29,6)  (3f82)
CD4 (% T-Zellen) 75,6 70,9 74,9 78,7 63,6
(51,6-79,8)  (62,5-79,8)  (65,0-82,0) (71,2-82,8) 59,0-79,7)
CD8 (% T-Zellen) 20,6 19,1 20,6 16,7 34,5
(18,3-41,1)  (17,8-35,6)  (14,2-32,4) (14,4-26,7) 17,8-34,8)
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Tabelle 8:

Mediane

sowie 25%-

und  75%-

Perzentilér fdie beiden Versuchsreihen der

Monozytendesensibilisierung (Neutralisation) und Beaktivierbarkeit von Monozyten (Revertierung)der

Gruppe ,Keine Infektion“

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 PoSt-OP Post-OP 6
N=11 N=11 N=11 N=8 N=4 N=0
Neutralisation = 24-48h
-ILPS (pg/ml) 2030 3002 2734 1640 1567,5

(1383-3002)

(1160-3592)  (1466-3915) (1049-3150)307-1828)

Revertierung

24 - 48h
- ILPS
absolut (pg/ml)

100% IFN/LPS

24 - 48h
IFN/LPS
absolut (pg/ml)

100% -/LPS

IL-12 + IL-18/LPS

absolut (pg/ml)

100% IFN/LPS

100% -/LPS

GM-CSF/LPS
absolut (pg/ml)

100% IFN/LPS

100% -/LPS

905
(457-1090)

7.8
(4,0-9,7)

13508
(10816-21632)

1293,9
(1033,5-2755,3)

11668
(9864-16622)
93,0

(78,0-100,0)
1271,8

(1012,5-2518,5)

6576
(3656-9240)
56,4
(33,0-68,4)
781,1
(424,1-1126,3)

1026 695 645 513
(795-1307) (527-905)  (457-695) (308376
6,7 10,6 7.7 56
(4,4-14,5) (5,6-12) (4,9-158)  (2,58)1,

12771 8514 10720 13719

(6004-24933)  (4699-15536) (4303-T]884755-16622)

1493,1 940,8 1308,1 1894,6
(688,1-2287,4)  (839,2-179968),0-2130,1{939,3-4811,5)

10776 10816 9252 14054
(7184-17760)  (5003-16622) (3524-1$6{6669-18321)
84,0 127,0 98,9 111,0
(81,8
(49,0-1315) -152,2) (67,0-129,0) (101,2-165,8)
904,1 1358,8 929,0 1934,9
(1463,3-

(550,4-1963,1) (719,6-243{7BY,7-2412,45393,3)

4398 3656 23519 5217
(2614-8202)  (2614-5468) (2267-59352764-7753)
32,2 456 40,8 51,1
(21,0-64,0) (29,0-62,0)  (21,0-54,8) 35,8-68,3)
350,0 507,2 4375 965,9

(330,3-569,9)  (400,0-765,6) (20162,9) (616,8-1567,1)
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Tabelle 9: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzenglegémessenen zellularen und léslichen Faktorediéir

Gruppe ,Verdacht auf Infektion und bestétigte Iniek"

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Po5t-OP Post-OP 6

N=11 N=11 N=11 N=11 N=1C N=7
Immunologische Marker
HLA-DR (AB/cell) 7873,5 8761 9138,5 13672 12742 836
(7441-10353) (6594-10266) (6202-11215) (8145-8J067797-18206) (6121-13860)
IL-10 (pg/ml) 11,6 7+
(9,1-32,9) (4,9-9,6)
PCT (pg/ml) 583 280 267 381 490 582

(228-2725)  (159-2024)  (161-1859)  (226-1229)  (2699)  (116-1595)

N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=3
ex-vivo - TNR (pg/ml) 273 359 329 359 392 300
(156-350)  (238-484)  (226-471)  (210-500)  (27BY¥0 (116-500)

* Messwerte am jeweils letzten Tag innerhalb ded®nzeit durchgefiihrt

Tabelle 10: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzedilegemessenen Immunstaten fur die Gruppe ,Verdacht
auf Infektion und bestatigte Infektion”

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Po5t-OP Post-OP 6

N=11 N=11 N=11 N=11 N=1C N=7
Immunstaten
Leukozyten 11100 13000 13600 11200 11350 10300
(8800-14100) (10100-1550(1)0800-16500§9520-14800) (8598-14125) (9370-12500)
Lymphozyten (%) 53 6,7 78 7,7 7,9 8,6
(3,6-7,3) (4,8-9,7) (3,4-9,3) (4,2-10,3) (41401, (5,9-10,7)
Monozyten (%) 8 75 6,3 7 9,1 9,4
(6,4-10,1)  (7,1-11,8) (5,4-9,1) (5,4-9,8) (6,170  (6,2-15,8)
Granulozyten (%) 86,8 85,5 86,8 83,4 83,5 82,7
(84,6-89,9) (81,7-87,6) (83,6-87,6)  (80,4-88,4) 80,0-86,6)  (78,0-85,5)
B-Zellen (% Lymphozyten) 14,6 19,9 19,3 17,5 23,4 20,5
(7,0-27,2) (8,4-28,1) (11,7-26,1) (13,3-27,2) ,@87,7) (14,8-22,7)
T-Zellen (% Lymphozyten) 56,2 67,9 69,2 69,2 64,2 69,6
(40,4-76,6) (52,1-79,5) (57,0-80,5) (56,2-82,6) 57,6-72,9)  (57,8-79,6)
NK-Zellen (% Lymphozyten) 15,6 4,6 8,2 8,6 7,2 8,1
(4,3-9,5) (4,3-9,5) (5,5-11,8) (3,9-16,4) (4,680 (5,4-19,7)
CD4 (% T-Zellen) 78,3 79,4 76,7 79,9 80,1 82,6
(52,0-81,5) (68,0-86,9) (63,5-83,2) (61,0-84,3) 70,8-86,9)  (60,6-89,6)
CD8 (% T-Zellen) 20,0 17,6 20,8 16,6 15,9 16,4

(15,6-37,7)  (11,2-23,9)  (15,6-26,3)  (14,2-29,2) 10,{-24,1)  (8,3-30,0)
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Tabelle 11: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzentfir die beiden Versuchsreihen der
Monozytendesensibilisierung (Neutralisation) und Beaktivierbarkeit von Monozyten (Revertierung)der
Gruppe ,Verdacht auf Infektion und bestétigte Iniek"

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Po5t-OP Post-OP 6
N=11 N=11 N=11 N=11 N=1C N=7

Neutralisation 24-48h
-ILPS (pg/ml) 2294 3002 2734 3002 3011 3601,5
(396-3002) (795-4620) (795-3915) (696-5003)  (16904) (1426-4444)

Revertierung  24/48h

-/LPS

absolut (pg/ml) 905 1026 606 795 1026 905
(527-1589) (606-1466) (367-1160) (606-1640)  (8480)  (327-905)

100% IFN/LPS 5,0 5,0 40 55 6,6 45
(4,0-11,0) (4,1-9,2) (3,3-6,0) (30-11,0) (4,682 (2,55,0)

IFN/LPS

absolut (pg/ml) 16622 18948 606 15536 12564 18948
(12564-28422) (7830-25015)  (367-1160) (9612-2983260-18124) (12472-23451)

100% -/LPS 1979,3 1974,9 24502 1826,8 1514,2 2239

(912,3-2450,2) (1084,8-2438,1) (1633,4-2947,131(8-2944,0{783,7-2192,0§2028,2-4760,9)

IL-12 + IL-18/LPS

absolut (pg/ml) 15004 10776 21660 17178 14498 6884
(7184-21747)  (7830-36245)  (6576-27040)  (7830-8)2(5841-19513) (8812-19605)

100% IFN/LPS 94,8 87,2 100,0 107,0 100,0 99,5
(49,0-119,0)  (48,0-144,9)  (60,9-132,0)  (90,3-435, (51,1-146,0) (46,0-103,3)

100% -/LPS 1181,3 1244,7 21494 16488 1033,4 2093

(885,9-2472,4) (757,0-2858,1) (1483,4-2888,8)7(873345,1]657,6-2082,1}1548,4-3016,6)

GM-CSF/LPS

absolut (pg/ml) 12564 6576 8514 7830 7449 10006
(5484-18846)  (4498-16440)  (4498-15009)  (4966-7)746022-12764) (6594-22323)

100% IFN/LPS 52,3 57,0 53,0 59,0 63,0 84,0
(41,4-93,0) (28,0-81,1) (41,4-60,0) (46,7-83,2) 46,7-113,3)  (44,9-96,3)

100% -/LPS 924,2 881,6 1030,2 1326,0 1005,9 1792,7

(758,3-1624,7) (566,9-1292,5) (803,6-1817,2) (3354,0(545,6-1797,6[949,8-4757,2)
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Tabelle 12: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzedtiegemessenen zellularen und I6slichen Faktonediéi

Gruppe ,Betétigte Infektion*

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Post-OP  Post-OP 6
N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2
Immunologische Marker
HLA-DR (AB/cell) 8832 7970 6389 7291 9386 9991
(7495-10169)  (6377-9563) (5095-7682) (6437-8145)839-13933)  (6121-13860)
IL-10 (pg/ml) 9,8 22,62*
(7,9-11,6) (7,9-14,7)*
PCT (pg/ml) 5615 7665 4430 3050 5913 13021

(2725-8505)  (2024-13307) (1859-7001) (1229-4872§10-11216)  (577-25465)

ex-vivo - TNFe (pg/ml) N=0 N=0 N=0 N=0 N=0 N=0

* Messwerte am jeweils letzten Tag innerhalb dedBinzeit durchgefuhrt

Tabelle 13: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzed#iegemessenen Immunstaten fir die Gruppe ,Betatigt

Infektion*
Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Post-OP  Post-OP 6
N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2
Immunstaten
Leukozyten 8520 11850 11350 11600 12950 9850
(8300-8740) (9400-14300) (9700-13000) (10500-0272200-13700) (9400-10300)
Lymphozyten (%) 53 4,9 79 6,9 6,4 8,8
(3,3-7,3) (2,5-7,3) (7,7-8,1) (6,1-7,7) (3,7-9,1) (8,6-9,0)
Monozyten (%) 9,5 9,7 55 5,7 5,6 7,1
(6,8-12,2) (7,8-12,2) (5,1-6,0) (5,4-6,0) (5,8%, (5,5-8,7)
Granulozyten (%) 85,2 85,4 86,6 87,4 88 84,1

(80,5-89,9) (80,5-90,3)  (86,3-86,7)  (86,3-88,4) 85,6-90,5) (82,7-85,5)
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Tabelle 14: : Mediane sowie 25%- und 75%- Perzentfiir die beiden Versuchsreihen der
Monozytendesensibilisierung (Neutralisation) und Beaktivierbarkeit von Monozyten (Revertierung)der

Gruppe , Bestatigte Infektion*“

Post-OP 1 Post-OP 2 Post-OP 3 Post-OP 4 Post-OP  Post-OP 6
N=2 N=2 N=2 N=2 N=2 N=2
Neutralisation 24-48h
-ILPS (pg/ml) 2249 4439 4003 4298 4146 4086
(2249) (4257-4620)  (3002-5003)  (3592-5003)  (38683)  (3915-4257)
Revertierung  24-48h
- /ILPS
absolut (pg/ml) 611 1093 567 745 783 905
(527-695) (1026-1160) (527-606) (695-795) (5424)0 (904-905)
100% IFN/LPS 4,2 52 5,0 4,2 4,7 4.8
(4,1-4,2) (2,5-8,0) (3,9-6,0) (4,0-4,5) (2,9-6,6) (4,5-5,1)
IFN/LPS
absolut (pg/ml) 14593 28026 11757 16648 17191 1901
(12564-16622) (14498-41555) (10006-13508) (155B8B60) (15536-18846) (17760-20262)
100% -/LPS 2387,5 2650,0 2106,9 2234,9 24995 2100

(2384,1-2391,0) (1249,8-4050,2) (1650,6-2563233¢,8-2235,1) (1514,2-3484,8) (1962,6-2239,1)

IL-12 + IL-18/LPS

absolut (pg/ml) 14882 23510 16238 30789 18748 5960
(10816-18948) (10776-36245) (10816-21660) (174Z800) (12564-24933) (18948-20262)
100% IFN/LPS 100,0 80,8 148,3 191,3 106,4 103,3
(86,0-114,0)  (74,3-87,2) (80,1-216,5)  (96,7-285,8 (80,8-132,0)  (100,0-106,7)
100% -/LPS 2389,0 2230,8 28127 42742 29175 5166

(2052,4-2725,5) (929,0-3532,7) (2052,4-3573,1)6(28-6386,7) (1224,6-4610,4) (2093,9-2239,1)

GM-CSFILPS
absolut (pg/ml) 5874 6576 5251 8212 6458 8595
(5468-6280)  (6576) (4498-6004)  (7184-9240)  (53889)  (7184-10006)
100% IFN/LPS 415 30,4 46,7 49,7 37,6 44,9
(32,9-50,0) (15,8-45,0) (33,3-60,0) (40,5-59,0) 35,2-40,0) (40,5-49,4)
100% -/LPS 989,1 603,9 922 1116,6 955,2 949,8

(786,5-1191,7) (566,9-640,9)  (853,5-990,4)  (9A¥329,1) (532,9-1377,4) (793,9-1105,8)
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Tabelle 15: Mediane sowie 25%- und 75%- Perzemde gemessenen zellularen und l6slichen Faktoren,
Immunstaten sowie fur beiden Versuchsreihen der dAgtendesensibilisierung (Neutralisation) und der

Reaktivierbarkeit von Monozyten (Revertierung) ar &Gruppe ,Probanden”

N=17
Immunologische Marker
HLA-DR (AB/cell) 42843 (30233-50204)
IL-10 (pg/ml) 2,9 (2,3-4,0)
PCT (pg/ml) 128 (92-189)
N=9

ex-vivo - TNFe (pg/ml) 462 (426-753)

Immunstaten

Leukozyten
Lymphozyten (%)
Monozyten (%)

Granulozyten (%)

N=17

5000 (4150-6400)
29 (25,2-35,0)
8,2 (6,9-10,0)
62,9 (56,4-67,9)

Neutralisation

24-48h
-/LPS (pg/ml)

N=17

1390,4 (650,7-3280,0)

Revertierung

24-48h
- /ILPS
absolut (pg/ml)
100% IFN/LPS

IFN/LPS
absolut (pg/ml)
100% -/LPS

IL-12 + IL-18/LPS
absolut (pg/ml)
100% IFN/LPS
100% -/LPS

GM-CSF/LPS
absolut (pg/ml)
100% IFN/LPS
100% -/LPS

N=17

2030 (1093-2577)
17,0 (13,5-37,0)

8514 (6917-9240)
585,2 (274,1-748,7)

9170 (5736-15017)
100,0 (84,0-167,0)
583,9 (352,9-770,9)

5726 (2773-7216)
65,0 (39,0-85,5)
254,8 (217,1-500,5)
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3.3 Untersuchung zellularer und l6slicher Marker

Zur Charakterisierung des jeweiligen Immunaktiviggszustandes erfolgte die Bestimmung
standardisierter Immunparameter in Form von losliicMarkern wie PCT, HLA-DR, IL-10
als auch zellularer Marker wie Leukozyten, Granylem, Monozyten und Lymphozyten
(Abbildung 7-18).
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Abbildung 7: Signifikante Leukozytose in beideniBatiengruppen am 1. postoperativen Tag gegeniilver de
Kontrollgruppe.
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Abbildung 8: Signifikante Abnahme der Leukozyterzat Beobachtungszeitraum in der Patientengrup-
pe ,Keine Infektion“ (p=0,0023). Kein signifikant&ferlauf in der Patientengruppe ,Verdacht auf |miek"
(p=0,1285).
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Bezugnehmend auf die kardiochirugische Studie zeogt erwartungsgemald eine signifikante
Erh6hung der Leukozyten gegeniber den Probandeh. gmstoperativen Tag. Die Annahe-
rung der Leukozyten an die Normwerte erfolgt in Batientengruppe ,Keine Infektion* sig-
nifikant schneller als in der Gruppe ,Verdacht dafektion und bestétigte Infektion®
(Abbildung 8). Die Lymphozyten hingegen sind steguziert gegenuber der Kontrollgruppe
im gesamten Beobachtungszeitraum, wobei sich soimnadér Gruppe ,Verdacht auf Infekti-
on“ als auch in der Gruppe ,Keine Infektion* eingrsfikante Erholung zeigt (Abbildung 9-
10). Die Monozyten und Granulozyten weisen ein ighes Verhalten wie die Leukozyten
mit signifikanter Erh6hung gegeniber den Kontrollexa einer signifikanten Differenzierung
zwischen beiden Gruppen auf (nur Granulozyten algbAbbildung 11). Im Gegensatz zu
den Monozyten kehren die Granulozyten in der Grupjmne Infektion“ signifikant schnel-
ler zu ihrem physiologischen Normalwert zuricklzs den Patienten mit Infektionsverdacht
(Abbildung 12).
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Abbildung 9: Signifikante Lymphozytopenie in beidBatientengruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p<0,01). Kein signifikanter Unterschied zwischeziden Patientengruppen am 1. postoperativen Tag4B¥
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Lymphozyten im Verlauf
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Abbildung 10: Innerhalb beider Patientengruppemifilante Erholung (p = 0,0129 und p = 0,0001) vbm

bis zum 4. postoperativen Tag.

20000
p<0.01—
=
c
3]
S
S 10000 -
=)
e
o
O]
1. Post-oOP
I 2. Post-OP
- 3. Post-OP
0 [__]4. Post-OP
N=11111111 1111118 17
Vd.Infekt+best.Inf. Kontrollgruppe
keine Infektion

Abbildung 11: Signifikante Granulozytose am 1. ppstrativen Tag im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p<0,01).
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Granulozyten im Verlauf
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Abbildung 12: Innerhalb der Patientengruppe ,Vehdaauf Infektion und bestatigte Infektion* keine
signifikante Reduktion (p=0,1759), hingegen in Geuppe ,Keine Infektion“ signifikante Erholung (pGs001).
Als Zeichen fur eine Immundepression zeigte sichaiden Patientengruppen eine Erniedri-
gung der monozytaren Expression von HLA-DR sowree dReduktion der ex-vivo TNE--
Sekretion (Abbildung 13, 19). Ebenso konnte eigmifikante Erhohung der IL-10 - Werte
im Vergleich zu den Kontrollprobanden nachgewiesenden, welche sich jedoch im Verlauf
des Beobachtungszeitraumes (3-4. postoperativey dexg\Vergleichspopulation wieder an-
glich (Abbildung 15) .
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Abbildung 13: Signifikante HLA-DR Reduktion in beid Patientengruppen tber den gesamten Beobach-

tungszeitraum.
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HLA-DR im Verlauf
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Abbildung 14: In beiden Patientengruppen zeigt sgfe signifikante Erholung im Beobachtungszeit-
raum mit Anstieg der HLA-DR — Werte (p = 0,0058 ynd 0,0017).
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Abbildung 15: Signifikante Erhéhung der IL-10 Wegegeniber den Kontrollprobanden am 1. postoperati-
ven Tag. Ebenso zeigt sich eine signifikante Défferierung zwischen beiden Patientengruppen amstopera-

tiven Tag (p = 0,013).

50



Procalcitonin als loslicher Marker fur das Vorliegeiner Endotoxamie zeigt sich in der
Patientengruppe mit Verdacht auf Infektion deutleshtht im gesamten Beobachtungszeit-
raum gegeniber den Patienten ohne Infektion (Abbgdl6,17).
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Abbildung 16: Signifikante Erhéhung der PCT - Wegtgeniber den Kontrollprobanden am 1. postopera-
tiven Tag (p=0,0001).
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Abbildung 17: Kein signifikanter Unterschied im ttiehen Verlauf beider Gruppen, jedoch in den jdigen
Einzelbetrachtungen. So zeigt sich im Verlauf aéekitfreien Patienten eine signifikant schnelleeti&zierung
der PCT- Werte (p = 0,006), nicht hingegen beidPa¢in mit Infektverdacht (p=0,2888).
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3.4  Monozyten — Deaktivierung durch Interleukin 10 und TGF-13
3.4.1 Experimentelle Vorversuche

Das Verhalten von in-vitro - desensibilisierten|gelsollte nun mit dem von in-vivo - desen-
sibilisierten Zellen von Patienten mit postopemativlmmunsuppression verglichen werden,
um Riickschliisse auf die Ubertragbarkeit der aretgsi in-vitro - Modelle auf die Situation
in-vivo zu erhalten. Im in-vitro - Desensibilisiergsmodell sezernieren Monozyten nach Sti-
mulation mit LPS die immunsuppressiven ZytokinellL-und TGF-3. Vor dem in der Einlei-
tung beschriebenen theoretischen und experimentéiletergrund (Abbildung 3) interessiert
jedoch zunachst die Frage der Konzentrationsbestimgnder einzelnen Antikérper und ihrer
in-vitro prozentual moglichen Aufhebung der Mon@ytDesensibilisierung. In standardisier-
ten Vorversuchen bei einer zuvor ermittelten Konzgion von jeweils 10ug Antikorper IL-
10 und TGF-R3 zeigte sich ein geschlechter- undsalbdhangiges Sensibilisierungsverhalten,
wobei die optimalste Aufhebung der Desensibiligigribei der Kombination beider Antikor-
per erreicht werden konnte (122% der urspringliaieémen LPS - Sensibilisierung). Hierbei
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwiscM@mner und Frauen zugunsten des mannli-
chen Geschlechtes (p=0,01) (Abbildung 18). Der |&s%f des Alters wird in einer ge-
schlechtsspezifischen Unterteilung, gruppiert nieebensalter <35 und >70 Jahre, deutlich.
Das Auslassen der mittleren Jahrgédnge ergab s diie Altersverteilung der Kontrollpro-
banden im Labor und in der Studie. Ein Uberpropaoglies Sensibilisierungsverhalten zeigen
hierbei die jungen Manner unter 35 Jahren. Beiradler Gabe von AK - IL-10 ergibt sich ein
durchschnittlicher Anteil der TNB-- Produktion prozentual der reinen LPS - Stimolation
48%, wobei ein signifikanter Unterschied zwischeandern und Frauen unter 35 Jahren be-
steht. Im Falle von TGF-[3 konnte nur ein 26%igestfeg nach Zugabe des Antikérpers ohne
signifikante Differenzierungen zwischen den eingalnGeschlechtern erreicht werden
(Abbildung 19). Bei der durch LPS induzierten TNF Produktion und der reinen LPS -
Desensibilisierung zeigten sich keine signifikantdnterschiede zwischen Mannern und

Frauen.
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Abbildung 18: Signifikant hohere TN&-- Produktion nach kombinierter Gabe von AK-IL 4TGF{3 bei

Mannern.
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Abbildung 19: Signifikant héhere TN&- Produktion nach alleiniger AK-IL — 10 und komigrier Gabe
von AK-IL — 10/TGF -3 bei Mannern unter 35 Jahren.
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3.4.2 Untersuchung der Patientensera auf immunsuppreBakteren nach

kardiochirurgischer Intervention

Der zweite experimentelle Teil der Arbeit diente Belifung der Ubertragbarkeit der in-vitro
erlangten Ergebnisse auf die postoperative Immupresgpgion bei kardiochirurgischen Patien-
ten. FUr eine vorliegende Immunsuppression im bedadnen Patientenkollektiv sprachen
sowohl die tendenziell erniedrigten ex-vivo- THF- Absolutwerte im \ollblut — durch-
schnittlich 351pg/ml in der Patientengruppe versé8pg/ml in der Kontrollgruppe als auch
die signifikant geringere TNE-- Produktion der aus dem Patientenblut gewonn@&BMCs
nach LPS-Stimulation im Vergleich zur Kontrollpogtibn (durchschnittlich 992pg/ml versus
1974pg/ml), dargestellt in der spateren Abbildufig 2
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Abbildung 20: Signifikant reduzierte Produktiondar Patientengruppe mit Infektionsverdacht undéest
tigter Infektion gegentber der infektfreien Pat@gruppe (p=0,032). Ebenfalls signifikanter Untkisd zwi-
schen der Patientengruppe mit ,Vd.a. Infektion bedtatigter Infektion“ und den Kontrollprobandesr@12)
am 1. postoperativen Tag. Kein signifikanter Eringlseffekt in beiden Patientengruppen (p=0,5470;3HD).
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Mit dieser Arbeit wird der Vermutung nachgegangéass im Patientenplasma befindliche
Faktoren wie IL-10 und TGF-3 mitunter fir die basghene Immunsuppression verantwort-
lich sind. Zu diesem Zweck wurden PBMCs gesundartidiprobanden mit dem Patienten-
plasma zusammengefiigt, in der Annahme, dass dilasma befindlichen immunsuppressi-
ven Interleukine die TNF - Produktion nach LPS - Stimulation vermindern rogénzlich
unterdricken. Weiterfihrend in der Annahme sollta sittels Zugabe von Antikorper IL-10
wie auch TGF-3 eine Erholung bzw. ein Anstieg ddF3 - Produktion einstellen. Bei der
Durchfiihrung dieses Experimentes zeigte sich jeddaks durch die alleinige Zugabe von
Patientenplasma zu gesunden, produktionsfahigerokAoen die TNFa - Produktion nicht
erniedrigt werden konnte. Sowohl in der Patientepge mit Infektionsverdacht als auch bei
den Patienten ohne Infektionsnachweis konnte ksigeifikante Reduktion der TNE- -
Werte gegenuber den Kontrollprobanden festgesteitden (p=1,00 bzw. p=0,458). Dahin-
gegen waren die PBMCs der Patienten nur noch a&r signifikant verringerten Produktion
von TNFa nach LPS-Stimulation in beiden Patientengruppigemnfahig (p=0,037 und
p=0,001).
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Abbildung 21: Signifikant reduzierte TNé&-- Produktion in beiden Patientengruppen im Versdeh
Revertierung gegeniiber den Kontrollen (p=0,037;,@30. Kein signifikanter Unterschied zwischen dbei+
den Patientengruppierungen bei der Neutralisatier &®evertierung (p=0,898 und p= 0,332). Bei denthsi-

sation ebenfalls keine Signifikanz der Patientemetjpn zu den Kontrollprobanden.
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Abbildung 22: Identische Ansétze wie in Abbildunt ith gesamten Beobachtungszeitraum vom 1. bis 4.
postoperativen Tag in beiden Patientengruppierunigeim signifikanter Unterschied bei der Neutrdtiisa bzw.
Revertierung zwischen beiden Patientengruppen dibezeit (p=0,09; p=0,07). Signifikant erniedrigiblF-a -
Werte in der infektverdachtigen Patientengruppeseién dem Versuchsaufbau der Revertierung und eutr
sation (p=0,01581) ebenso in der Gruppe ,Keinekitda“ (p = 0,0001).

Einschrankend fur diesen Versuchsaufbau muss dizahl der immunologischen Einfluss-
faktoren erwéhnt werden, welche in weiteren Studiech zu klaren sind. Um auszuschlie-
Ben, dass Anteile der beobachteten Signifikanzearivalb der gesunden PBMC - Spender
durch High- und Low-TNFRx - Producer oder einer bestimmten Geschlechterzuggdeit
verursacht worden sind, erfolgte ein jeweiliger Pelansatz von gesunden PBMC-Spendern
sowohl fir die Patientengruppierungen als auchdié@rKontrollprobanden. Mittelsines sta-
tistischen Auswertungsverfahrens der Varianzanatyseufalligen Effekten konnte in dieser

Population kein signifikanter Einfluss (p=0,3986%tigestellt werden.

Nach Erhalt der oben beschriebenen Ergebnisse vawfdfortfihrende Versuche mit additi-
ver Zugabe von Anti - IL-10 und TGF-3 bei ausbleitler TNFea - Reduktion bei Kombina-
tion von Patientenplasma mit gesunden PBMCs veti¢Abbildung 23).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Versaicbhsdnung mit zu erwartenden und tatséachlich erhalt

nen Ergebnissen; *signifikante Resultate
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3.5 Aufhebung der Monozyten-Deaktivierung durch immunstmulierende Sub-

stanzen
3.5.1 Revertierung mit IFNy IL-12/IL-18 und GM-CSF

Im folgenden werden die Ergebnisse der VersuchdReaiktivierbarkeit von den in vivo de-
sensibilisierten Monozyten durch IFN, GM-CSF und agditiven Gabe von IL-12 und IL-18
dargestellt, wobei der Nachweis der Desensibilisigrdurch den ersten Versuchsansatz ge-
fuhrt wird. Hierbei zeigt sich bei reiner Stimutati mit LPS der aus Patientenblut gewonne-
nen PBMCs eine signifikant reduzierte T~ Produktion gegeniber den Kontrollproban-
den. Im Gegensatz dazu dient als PositivkontrakbeStimulation mittels IFN¢ als direkter
Signalinduktor fur die TNFx — Produktion der Monozyten. In der Gesamtpopuhaiieigen
sich im gesamten Beobachtungszeitraum vom 1. s 4upostoperativen Tag signifikant
erhohte TNFa —Werte, welche die TNF - Produktionsfahigkeit dewonnenen Monozyten
unter Beweis stellt. Ohne vorweg eine Gruppierueg Batientenpopulation vorzunehmen,
betrachten wir das Verhalten der Monozyten beireBtienulation mit der in-vitro beschriebe-
nen Kombination von IL-12, IL-18 sowie GM-CSF. Bmiden Ansatzen konnte eine eindeu-
tige Vermehrung der TNE-— Produktion nachgewiesen werden, wobei die Koatlon bei-
der Interleukine eine signifikant hohere Produkti@mursachte als die reine Gabe von GM-
CSF (p=0,001).
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Abbildung 24: Darstellung der einzelnen Stimulasansatze als Relative Randeffekte vom 1. bis zum 4.
postoperativen Tag. Signifikanter Unterschied (@6001) zwischen fast allen Stimulationsansatzeisnahme:
keine Signifikanz zwischen IL12+IL18/LPS und IFN&Rp = 0,521).
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Bei der Betrachtung der einzelnen Patientengruppgan und den jeweiligen Stimulations-
ansatzen zeigt sich dasselbe Verhdltnis der Sttrookansatze zueinander wie in der Ge-
samtpopulation (Daten nicht dargestellt). Der &gl beider Patientengruppierungen ,Ver-
dacht auf Infektion oder bestatigte Infektion® wess,Keine Infektion“ erbrachte keinen
signifikanten Unterschied in der TNdF— Produktion nach einfacher LPS - Stimulation, so
auch nicht nach Revertierung mittels IgNoder der Kombination mit IL-12 und -18. Hin-
sichtlich der Geschlechterspezifitat ist eine digant hohere TNFa — Produktion bei Frauen
mit Infektsverdacht nach LPS - Stimulation auffatle Bei insgesamt signifikant erhdhter
TNF-a — Produktion nach GM-CSF - Gabe im Vergleich zatidhtengruppierung ,Keine
Infektion®, ist erneut auf eine Differenzierung erhalb der fraglichen Infektionsgruppe zu-
gunsten der Frauen mit signifikant héherer Tod Produktion nach GM-CSF hinzuweisen
(Abbildung 26). Der Vergleich der Patientengruppreren mit der Kontrollpopulation am 1.
postoperativen Tag ergab signifikant erniedrigtd=IdN- Werte nach reiner LPS - Stimulation
als Hinweis auf eine bestehende ImmundepressianRBvertierung durch IFN, IL-12/IL-18
und GM-CSF hingegen erbrachte nur im Falle dereRtn mit Infektionsverdacht eine signi-
fikante Differenz hinsichtlich der TNBE-— Produktion bei Gabe von IFNals Positivkontrol-

le. Zusammenfassend ist die Revertierbarkeit sowolken Patientengruppierungen als auch
in der Kontrollgruppe durch alle drei Stimulationsatze gegeben, jedoch ohne eine statisti-
sche Signifikanz zwischen den einzelnen Gruppiegon@ufzuweisen. Lediglich eine
Revertierung mit GM-CSF erh6hte die TN~ Produktion in der Patientengruppe mit ,\Vd.a.
Infektion und bestéatigter Infektion“ signifikant gentber der Kontrollgruppe (Abbildung 22-
24).
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Abbildung 25: 1. postoperativen Tag: -/LPS in beidRatientengruppen signifikant erniedrigt gegeniitser
Kontrollprobanden (p= 0,037 und p=0,001). Kein diganter Unterschied bei allen Stimulationsansétzevi-
schen den Patientengruppen (-/LPS: p=0,332, IFN/4R®,217, IL12+IL18/LPS: p=0,365, GM-CSF/LPS:
p=0,208). Tendenziell erhdhte TNF- Produktionen in den Patientengruppen bei alles&zen, jedoch nur
signifikant in ,vVd.a. Infektion“ versus ,Kontrollgippe” (p=0,017) bei GM-CSF/LPS.
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Abbildung 26: Revertierungsverhalten am 1. postafpegn Tag in Abhangigkeit des Geschlechtes und der
Gruppierung. Signifikanter Unterschied innerhallo @euppe ,Vd.a. Infekt und bestétigte Infektion dah Sti-
mulation mit LPS (p=0,038) und mit GM-CSF/LPS (p311).
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Abbildung 27: Kein signifikanter Unterschied im ttiehen Verlauf fir -/LPS sowohl im Vergleich bdatR
entengruppen (p=0,0693) als im Verlauf der jeweiligsruppe (p=0,2741 und p =0,1067).
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Abbildung 28: IFN/LPS: Kein signifikanter Unterseldi im zeitlichen Verlauf sowohl im Vergleich bd.tiPa
entengruppen (p=0,1054) als auch im Verlauf deejikgen Gruppe (p=0,7424 und p=0,1458).
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Abbildung 29: IL12+IL18/LPS: Kein signifikanter Usitschied im zeitlichen Verlauf sowohl im Vergleich
bd. Patientengruppen (p=0,9299) als auch im Vedaufeweiligen Gruppe (p=0,3724 und p=0,9022).
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Abbildung 30: GM-CSF/LPS: Signifikanter Unterschiedider Gruppen im zeitlichen Verlauf (p=0,0361).
Innerhalb der Patientengruppe mit ,Vd.a. Infektlmrw. bestatigter Infektion“ keine signifikante \lagerung
der TNF@ - Produktion (p=0,5904), jedoch rasche signifikaReduktion innerhalb der Patientengruppe ,Keine
Infektion“ (p=0,0203).
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3.5.2 ROC - Analysen

Um Marker zu erhalten, die zwischen Patienten amtk jenen Patienten mit Infektionsver-
dacht im viertagigen postoperativen Verlauf moégidhniihzeitig, bereits am 1. postoperativen
Tag, unterscheiden zu kdnnen, erfolgten AnalysérdauGrundlage von Receiver Operating
Characteristics (ROC)-Kurven. Dabei zeigten siah mionozytare HLA-DR-Expression und
das IL-10 am 1. postoperativen Tag als die Markiéidem grof3ten Diskriminierungspotenzi-
al bei einer jeweiligen Flache unter der ROC - Ku@area Under Curve - AUC) fur HLA-
DR von 0,700 und fur IL-10 von 0,785. Einschrankemass jedoch erwahnt werden, dass fur
HLA-DR das 95%-Konfidenz-Intervall bei p = 0,08dte Procalcitonin hingegen zeigte hier
ein geringeres bzw. nicht signifikantes Diskrimmiegsverhalten mit einer AUC von 0,656.

Tabelle 16: Darstellung der ROC - Analyse fur HLAROnterleukin 10, PCT

Einzelparameter AUC (95%KI) p-Wertl  Schwellenwert Sengifiv | Spezifitat

HLA-DR 0,700 0,08 8195,50 AB/cell | 0,60 1,00
(0,490-0,910)

Interleukin 10 0,785 0,01 7,69 pg/mi 1,00 0,47
(0,622-0,947)

Procalcitonin 0,656 0,16 538,00 pg/ml 0,55 0,74
(0,444-0,867)

1,0

o Referenzlinie

Sensitivitat

0,0 |_ . . . o HLA-DR
0,0 3 5 8 1,0

1 - Spezifitat

Abbildung 31: ROC - Kurve des 1. postoperativenegafjir HLA-DR beziiglich des Auftretens einer még-
lichen Infektion im postoperativen Verlauf. AUC 700.
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Abbildung 32: ROC - Kurve des 1. postoperativenegafiir IL-10 und PCT bezuglich des Auftretens einer
mdglichen Infektion im postoperativen Verlauf. AB®,785 fiir IL-10, AUC = 0,656 fir PCT.

Inwiefern diese immunologischen Marker mit ihreffimierten Cut-offs am 1. postoperativen
Tag signifikante Aussagen Uber das Revertierungsiten treffen konnen, zeigen Abbildung
33/34. So erfolgt eine jeweilige Gruppierung ini®aen mit einer monozytaren HLA-DR
Expression von </= 8196 bzw. > 8196 (Abbildung 3¥n)tsprechend gleich wird mit den
Cut-offs von Procalcitonin (Abbildung 33b) und Ineukin 10 (Abbildung 34) verfahren.
Dabei zeigte sich jedoch, dass in keiner der Germppgen ein signifikanter Unterschied in-
nerhalb der einzelnen Stimulationsansatze nachgewieerden konnte. Folglich lasst sich in
dieser Patientenpopulation keine Aussage Uber @weeferungsfahigkeit der Monozyten
anhand von erhobenen Messwerten wie HLA-DR, PCT tid&0 am 1. postoperativen Tag
treffen. Auch am 4. postoperativen Tag zeigten &eime signifikanten Differenzen in den
einzelnen Gruppierungen (Abbildung 34b). Ausnahitgebhierbei die IL-10 - Differenzie-
rung in Werte unter 7,69 und Uber 7,69. Einzig $#mulation mit GM-CSF zeigten die

Monozyten eine Borderline — Signifikanz in ihremvi@gierungsverhalten (p=0,05).
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Abbildung 33: a-b: In allen Gruppierungkeine signifikanten Unterschiededer einzelnen Stimulationsan-
séatze entsprechend der mittels ROC - Analyse gegmmmCut-offs fir HLA-DR und PCT am 1. postopetiv
Tag.. a) HLA-DR p-Werte: -/LPS 0,824 ; IFN/LPS (2881L12+IL18/LPS 0,552 ; GM-CSF/LPS 0,370.
b) PCT p-Werte : -/LPS 0,267 ; IFN/LPS 0,165 ; IE1I218/LPS 0,441 ; GM-CSF/LPS 0,297.
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Abbildung 34 a-b: a) Keine signifikante Differenziag entsprechend der Cut — off — Werte fir IL-10 &
postoperativen Tag; p-Werte: -/LPS 0,590 ; IFN/LBS14 ; IL12+IL18/LPS 0,590 ; GM-CSF/LPS 0,494.
b) Borderline Signifikanz bei der Stimulanz mit GEBF/LPS entsprechend der mittels ROC - Analyse gewo
nenen Cut-offs IL-10 am 4. postoperativen Tag: GBFI PS 0,05. (p-Werte: -/LPS 0,964 ; IFN/LPS 0,186
IL12+IL18/LPS 0,219).
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4 Diskussion

Bezugnehmend auf die unter 1.5 formulierten Hypsthekdnnen folgende Aussagen getrof-

fen werden:

1. Anhand der erhobenen Immunparameter zeigt snehdeutliche postoperative Immunde-
pression im kardiochirurgischen PatientenkliemelMergleich zur Kontrollgruppe. Auffallig
ist hierbei auch eine signifikante frihzeitige inmologische Erholung (Leukozytose,
Granulozytose , Lymphozytopenie, PCT!, HLA-DR 1, IL - 10¢) in der Patientengruppie-

rung ,Keine Infektion®.

2. Eine atiologisch vergleichsweise Immunsuppressatsprechend der LPS — und IL-
10/TGF{f - Desensibilisierungsmodelle durch immunmodulatdri wirksame Faktoren im
Plasma (IL — 10, TGF — 3) konnte in diesem Patiémkektiv nicht nachgewiesen werden.
Dies wird belegt durch die fehlende signifikantedBition der TNFet - Produktion nach

LPS-Stimulation von gesunden PBMCs mit Patientestpés unabhangig von der jeweiligen

Patientengruppierung.

3. Die durch perioperativen Stress induzierte kiszie Immundepression ist durch IFN,-
IL-12/-18 und GM — CSF revertierbar, was auf einenmale T-Lymphozytenfunktion (IFNy
Produktion nach IL-12/1L-18) und eine fehlende Aig¢rung durch TGF B in vivo hinweist.
Kontrar dazu Sepsispatienten, wo eine Revertiedurgh IL-12/-18 bei gestorter Monozy-
ten- und Lymphozytenfunktion nicht moglich ist, weasf eine ausgepragtere Form der Sto-

rung hinweist.
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4.1  Transiente Immundepression nach kardiochirurgischenEingriff

Das chirurgische Trauma in Form eines kardiochisgtten Eingriffes unter Verwendung der
Herzlungenmaschine fuhrt im Rahmen einer tGbersehig#h systemischen Aktivierung des
Immunsystems auch zu einer kurzfristigen systemsisdbepression des Systems. Dieser Zu-
stand der verminderten Immunabwehr offeriert eif@lete Empfanglichkeit fir postoperati-
ve Infektionen und die Entstehung septischer Kokagibnen. Ausfiihrliche experimentelle
und Klinische Studien haben die Méglichkeit der @Rterisierung der augenblicklichen Im-
munkompetenz anhand von I6slichen und zellularerk&ta wie HLA-DR undex-vivoTNF

o — Bestimmung ermdéglicht [41, 42, 43] . Nach eiméfalen postoperativen Downregulation
des monozytaren Systems erholt sich das Immunsyisteler Mehrzahl der Falle am 2. - 3.

postoperativen Tag.

Risikopatient nach Kardiochirurgie
Stress, Entziindung,
Antiinflammation

Pro- und Ausgepragte Immunaktivierung
Antiinflammatorische Mediatoren Ausgepragte Gegenregulation
Temporare Immundepression Persistierende Immundepressior:
Monozytares HLA-DR Monozytares HLA-DR!!|
Spontane HLA-DR-Erhohlung Homdostase

mit Wiederherstellung der (Inflammation/Antiinflammation)
immunologischen Homoostase nachhaltig gestort

Guter Verlauﬂ Infektiose Komplikationen,

Sepsis

Abbildung 35: Immundepression/Sepsis nach kardiaohischem Eingriff
(modifiziert Strohmeyer et al. [44])

Der zum Teil parallele Ablauf von Aktivierung undigpression erfordert zum einen die De-
finition des aktuellen Status der Immunkompetene auch ein differenziertes Einsetzen
immunmodulatorischer Therapien. Docke et al. [4Bflérte schon 1997 die Differenzierung
von mindestens zwei Gruppen. Zum einen Patienténemém Zustand der Hyperaktivitat

des Immunsystems, bestimmt anhand hoher @iNFund IL-6 - Werte im Plasma, welche
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eher von einer anti-inflammatorischen Therapieipesén. Im Gegensatz dazu, Patienten, die
unter einer insuffizienten Aktivierung ihres Immystems leiden, beispielsweise im Rahmen
einer UberschieRenden Gegenregulation, erhalter @&wenefiz durch eine immun-

stimulatorische Therapie.

So ist es Ziel der vorliegenden Studie, primar Aé&tivierungszustand anhand relevanter,
medizinisch anerkannter Marker zu definieren unditzehd auf dem Modell der
Zytokinkaskaden in ,Entzindung und Sepsis” (Abhilgi2) die Relevanz der Therapien

1. auf Ebene der IL-10/TGF-3 — Inhibition
2. auf Ebene der Revertierung mit IffNL-12 und IL-18 sowie GM-CSF,

aber auch im gleichen Sinne die Ubertragbarkeitveéeiiigbaren Modelle der in-vitro - De-

sensibilisierung [22] im Falle postoperativer Imrdapression zu Uberprifen.

4.2  Charakterisierung der Immunkompetenz

Die allgemeine Entziindungsreaktion der Studienpegie definiert durch eine bestehende
Leukozytose wie auch durch eine prolongierte Eringhdes Procalcitonins als Zeichen einer
Endotoxamie bei den Infektionspatienten wurde vorereausgepragten Immundepression
zum physiologischen Schutz einer UberschieRendmimation begleitet. Insgesamt wiesen
die Patienten einen erhtéhten Spiegel von IL-10e egduzierte monozytare HLA-DR - Ex-
pression sowie eine erniedrigte ex-vivo Produktkapszitat von TNFx auf. Im Gegensatz
zur Patientengruppe, welche im postoperativen Vemgne Infektion oder zumindest einen
nahliegenden Verdacht eines Infektes aufwiesenmalsierte sich die Immunkompetenz,
gemessen am HLA-DR der Patientengruppe ohne lofeksichneller und zeigte schon am 2.
postoperativen Tag erhohte Werte. HLA-DR ist maBgetan der Antigen-Prasentation auf
Antigen — prasentierenden Zellen (APZ) beteiligd][dand bildet mit der induzierten TNé-
Produktion durch Monozyten eine wichtige Grundvesmizung fir die Ausbildung einer
adaquaten und notwendigen Entzindungsreaktion. &irsgepragte Immundepression, in
diesem Zusammenhang vor allem die stark erniedngteozytare Expression von HLA-DR,
ist sowohl in dieser als auch in zahlreichen anmde&tudien mit signifikant schlechterem

Krankheitsverlauf und hoher Anfalligkeit fir septi®e Komplikationen assoziiert [5, 8, 19,
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37, 47] . IL-10 z&hlt u.a. neben TGF-R zu den st&@rk Inhibitoren des Immunsystems, indem
es die T-Zellantwort via suppressivem Effekt auiZAdurch Downregulation von HLA-DR -
Expression moduliert und indem es die Ausschuttwog pro-inflammatorischen Zytokinen,
einschlieBlich IL-12, verhindert [22] . Basierendf d@ieser Informationsgrundlage ist die er-
hohte Ausschittung von IL-10 sowie die noch sigaifite Differenz am Entlassungstag in der
Gruppe ,Patienten mit Infektionsverdacht bzw. bigti@r Infektion* am ersten postoperati-
ven Tag im Vergleich zu den ,Patienten ohne Infaktibzw. den ,Kontrollprobanden® nicht

verwunderlich.

4.3 Monozyten - Desensibilisierung durch IL-10 und TGFR

Die LPS-Desensibilisierung beschreibt nach RandioaV. @in experimentelles Modell fir den
Zustand der Immundepression/Immunparalyse [21] nd#gten, inkubiert mit einer Low —
dosis LPS, verfugen uber eine verminderte Kapaztét Produktion von TNEr nach
Restimulation mit einer zweiten héheren LPS - D§2% 45] . Weiterfuhrend kann auch IL-
10 und TGF-B direkt diesen Status einer LPS - Dmisisierung induzieren [21, 48, 49] .
Somit stehen zwei in-vitro - Modelle, welche eir@dmlichen Phénotyp der LPS - Desensibi-
lisierung induzieren, zum Vergleich mit einer ini- Immunsuppression zur Verfiigung.
Neben einer fraglichen Ubertragbarkeit der in-vittdodelle bei noch unbekannten suppres-
siven Induktionswegen innerhalb der Zytokinkaskasiteqd Einflussfaktoren wie Ausmalf3 und
Art der chirurgischen Intervention, die der Sesigrundeliegenden Krankheit, Umweltfak-
toren und der genetische Background zu beachterb[30 Schon die durchgefiihrten in-vitro
Vorversuche zur Bestimmung der jeweiligen IL-10 ufdF{3 Konzentration zeigten einen
nicht unerheblichen Einfluss der Geschlechter- Albersstruktur auf die TNFer - Sekretion

in den entsprechenden Stimulationsansatzen. Aerffdllhierbei ist eine Uberdimensionale
Aufhebung der LPS-induzierten TNFF- Reduktion durch die kombinierte Gabe von Anti-
korpern beider suppressiv wirkenden Zytokine beggn Mannern. Dieses Phdnomen ist bei
Mannern in der Altersgruppe tber 70 Jahre nichtrnreldieser Auspragung gegeben. Ursa-
chen fir die geschlechterspezifischen Differenzad bereits in zahlreichen Studien unter-
sucht worden. So kristallisiert sich einheitlichrdngs, dass Manner, unbeachtet der Tatsache,
ob posttraumatisch, postoperativ oder postinfektiédingt, ein schlechteres Outcome nach

Sepsis aufweisen als Frauen [5, 51, 52] . Auch ighrRen der vorliegenden kardio-
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chirurgischen Studie zéhlen die zwei Patientennmikrobiologisch nachgewiesener Infektion
zum mannlichen Geschlecht. Als Ursachenklarung arerdor allem der unterschiedliche
Gehalt an Gestagenen und Androgenen mit ihrenrdiffgerten suppressiven und aktivieren-
den Wirkungen herangezogen. Im Tiermodell konntspielsweise durch die Applikation
von 17-R-Estradiol in mannliche und weibliche ok#wenierte Tiere mit hamorrhagischem
Trauma eine vollstandige Wiederherstellung der iéed, hepatozellularen und auch immu-
nologischen Funktion erreicht werden [5] . Progeste hingegen wird eine potente
inhibitorische Funktion bei der Produktion von TRF Proteinen in aktivierten Makropha-
gen zugeschrieben [53] . Frihere Studien erbraatgarNachweis, dass auch Rezeptoren der
Geschlechtshormone auf immunologisch relevantefeZadinschlie3lich Monozyten, Mak-
rophagen und CD4+ und CD8+ - T-Zellen vertreter sindirekt scheint hiermit zusatzlich
eine Regulation der IN§- Sekretion der T/NK-Zellen als Verteidigungsmatkeus gegen
pathogene Mikroorganismen vorzuliegen. Die Behauptiner besseren femininen Immun-
response stitzend, zeigte Ono et al. [54] eineziede INFy - Produktion von PBMCs am 1.
postoperativen Tag nach einem elektiven operatlegriff bei Mannern im Vergleich zu
praoperativen Werten. Die INf-- Spiegel, produziert von PBMCs weiblicher Paimemen,
zeigten keine Schwankungen hinsichtlich einer Rednkm Vergleich pra- und postoperati-
ver Werte. Ono et al.[54] vermutet aufgrund demviederten INFy - Bildung postoperativ
bei Mannern eine hohere postoperative Infektioesrdergleichende Aussagen mit der vor-
liegenden Studien sind hinsichtlich der INF-Produkibei fehlenden Messungen nicht még-
lich. Anders gestaltet sich die Betrachtung der Id\NFSekretion nach erfolgter LPS - Stimu-
lierung. Wahrend in dieser Studie eine signifikadhere TNFa - Produktion bei Frauen mit
hohem Infektionsverdacht vorliegt, postuliert Oniak eine hthere TNE-- Produktion bei
Mannern. Verstarkt legt sie jedoch dabei Augenmeark den Vergleich zwischen pra- und
postoperativen Werten, ohne eine weitere Untertgiin spezifische Untergruppen ihrer Pati-
entenpopulation vorzunehmen, so dass auch hieeingeschrankt vergleichend gearbeitet
werden kann. Die monozytdre HLA-DR - Expressiomgizsich in beiden Studien stark supp-
rimiert. Eine Differenzierung zwischen den Geschtem gelingt im Falle der kardiochirurgi-
schen Patienten jedoch nicht, vielmehr imponieneet die Korrelation zwischen Schwere
der Immuninkompetenz mit konsekutiver hoherer Ihfeisrate und der stark reduzierten

monozytaren HLA-DR - Expression. Ein genetischeckggound hinsichtlich des sexuellen
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Dimorphismus bei der Entstehung der Sepsis wirdwoa Schroder et al. [51] in Betracht

gezogen. Anhand der genotypischen Verteilung bpfisghen Patienten von homozygoten
TNFB1 bzw. homozygoten oder heterozygoten TNFB2szlwen Mannern und Frauen be-
weist er die erhohte Mortalitat bei Mannern, welch@ger des homozygoten Genotyps
TNFB2 sind. Zusammenfassend erscheint der EinfliessGeschlechts auf immunlogischer
Ebene deutlich. Eine absolute Ursache, basierehdi@monellen, zellularen oder geneti-

schen Erklarungen, kann im Rahmen dieser Studig gefunden werden. Sowohl Versuchs-
aufbau als auch die Anzahl der Versuchsteilnehmesein allgemeingiltige Aussagen nicht
zu, tendenzielle Reaktionsmuster sind jedoch efk@nond im gréReren Studiendesign zu
diskutieren. Der in den Vorversuchen deklarierteeiseinfluss kann in der eigentlichen kar-
diochirurgischen Studie nicht weiter verfolgt wandeda u.a. das Patientenalter ein Ein-
schlusskriterium darstellte und folglich eine hormog Alterststruktur (60. bis 87. Lebensjahr)
vorlag. Verthelyi et al. [52] préaferieren einen thilss des Alters eher durch einen verringerten
Aktivierungszustand der Zellen als durch eine vadarte Anzahl Zytokin - produzierender

Zellen.

Zusatzlich zu den bekannten inhibitorischen Fumigiovon IL-10 und TGF-3 interessierte
nun das Verhalten funktionsfahiger PBMCs unter [E8¥ von Sera, gewonnen von Patienten
nach kardiochirurgischen Eingriffen. Der Beweis tl@nsienten postoperativen Immunde-
pression wurde bereits anhand anerkannter Markerewier reduzierten monozytaren HLA-
DR-Expression und einer verringerten TN Produktion nach LPS - Stimulation erbracht.
Die aufgestellte Hypothese - einen Anstieg der TNFProduktion nach Zugabe von AK-IL-
10 und AK-TGFB bei nachfolgender LPS - Stimulation - konnte aurfigr fehlender immun-
suppressiver Effektoren im gewonnenen Plasma riektéaftigt werden. Diesem Ergebnis
steht das Vielfach in der Literatur beschrieben@an@men der plasmaléslichen suppressiv
wirkenden Faktoren im Falle der Sepsis gegenibem ir-vitro Phanomen der IL-10/TGF-3

- Desensibilisierung folgend, unternahm Randowlef2d] Messungen von TNE; IL-10
und IL-1RA an PBMCs, gewonnen von 36 septischere®an, vor. Hierbei zeigte sich eine
deutliche Verringerung der TNé&-- Produktion in der Gruppe von Patienten mit einer
monozytaren HLA-DR - Expression <30% verglichen maei weiteren vorgenommenen
Gruppierungen (HLA-DR 30-45% bzw. HLA-DR >45%) nddRS - Stimulation. Interessan-

terweise erwies sich auch die IL-10 - Produktioa®utlich reduziert in der Gruppe der stark
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verringerten HLA-DR - Expression. Das vorerst waggtichliche Reaktionsverhalten konnte
aber durch den Fakt, dass IL-10 eher essentiai&itnduktion einer Immundepression als
fur deren Erhaltung wichtig ist, erklart werden.rBekzessive Ablauf von primarer Immun-
aktivierung und sekundéarer Immundepression zeighh siormalerweise in der zeitlichen
Nachweisgrenze von 10-12h fur IL-10. Im Falle deugpe HLA-DR<45% konnte IL-10
mRNA bzw. im Uberstand befindliches IL-10 jedoch bimem GroRteil der Patienten schon
nach 4h signifikant detektiert werden. Resultierang diesen Ergebnissen, spricht der feh-
lende IL-10 Nachweis nach 24h fir eine durch didndr Sekretion eingeleitete selbstlimitie-
rende Downregulation. Auch Sfeir et al.[24] untétaen mit ihren Ergebnissen die von Ran-
dow/Schréder [21, 22] postulierte IL-10/TGF indarze Immundepression/ Immunparalyse
im Falle von Patienten mit septischem Schock. lakioin gesunder PBMCs mit Sera septi-
scher Patienten zeigten unter Zugabe von AK-IL-iiere TNFe - Konzentrationsanstieg
vergleichbar mit Werten im normalen Serum. AK-TGE#Bielte keinen signifikanten Anstieg
der TNFa - Produktion. Die kombinierte Gabe beider Antikgrpvurde in dieser Studie
nicht unter Beweis gestellt. Im Rahmen der Litar&ictherche kristallisierte sich jedoch zu-
nehmend heraus, dass der Versuch der Neutralisabionm Plasma befindlichen IL-10 und
TGF-3 durch entsprechende Antikorper in der RegelSara septischer Patienten durchge-
fuhrt worden ist. So kann im Fall einer postoperéti. B. HLM) herbeigeftuihrten Immunde-
pression die Monozytendeaktivierung nur bedingtduésliche Plasmafaktoren erklart wer-
den und den Aussagen von Murata et al.[55] folgesuliten ,subtle modifications of
reactivity of circulating cells (...) during infectis and non-infectious SIRS" angenommen
werden. Eine weiterfihrende Abklarung bzw. der Nl einer direkten Inhibition auf Ebe-
ne primarer Zellen im Knochenmark kénnen zukinfégedien ergeben.
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4.4  Revertierung mit IFN-y, GM-CSF und IL-12/IL-18

Der zweite Teil der Studie beschéftigt sich mitegiveiteren Entwicklung eines therapeuti-
schen Ansatzes zur Verbesserung der Immunkompetétels Verwendung von Immunsti-
mulanzien. Im genauen fanden hierbei I§ENdinisch bereits 1980 als Imukin zur Behand-
lung von viralen und diversen Autoimmunerkrankungemwendet, die kombinierte Gabe
von IL-12 und IL-18 sowie GM-CSF ihren Einsatz. @hgine Differenzierung innerhalb der
Patientengruppe vorzunehmen, zeigte sich in allenRevertierungsmaglichkeiten eine deut-
liche Verbesserung der TN~ Produktion als Zeichen einer verbesserten Immomgetenz
nach erneuter LPS - Stimulation im gesamten Bedhagszeitraum. Hierbei ist es um so
erstaunlicher, dass die kombinierte Interleukinggapion einen ahnlichen Effekt erzielt wie
IFN-y als Direktstimulator der Monozyten, da IL-12 uhd18 erst indirekt tGber eine IFN—
Induktion der T-/NK-Zellen wirken [22] . Bezugnehnteauf den von Schrdder et al. [22]
postulierten Inhibitionsweg von TGF-3 auf T-und MKHen scheint er im Falle von einer
postoperativen transienten Immundepression nidfttungsfiuhrend zu sein. Nach vorge-
nommener Differenzierung in ,Patienten ohne Infektibzw. ,mit Verdacht und bestatigter
Infektion® zeigt sich ein &hnliches VerteilungsnerstTrotz fehlender Signifikanz ergeben
sich tendenziell erhdhte TNé- Werte fur die Patientengruppe mit dem hochstéektions-
risiko in allen Revertierungsansatzen, insbesondereApplikation von GM-CSF fuhrt zu

einem deutlichen Anstieg gegentber der Kontrollgeup

GM-CSF, eingefuhrt in die Immuntherapie als Molgostm, fand vorerst seinen Einsatz als
hamatopoetischer Wachstumsfaktor nach myelosuppeesShemotherapie oder im Bereich
der autologen Stammzelltransplantation. Eine RedmeStudien, vereinzelt zusammengestellt
in nachfolgender Tabelle (Tabelle 19), bewieserogbedsein aktivierendes Potential fur
Monozyten und Makrophagen. Randow et al. [26] Beidiereits in den entwickelten in-vitro
Modellen der LPS - Desensibilisierung und der LP$yporesponsiveness als Imita-
tionsmodelle fur eine in-vivo stattfindende Immuprission die Fahigkeit von GM-CSF, die
Uber zwei verschiedene Suppressionswege herbeitefibduzierte TN+ - Produktion
wieder anzuheben. Hingegen konnte die alleinigeeGain IL-12 eine durch IL-10/TGF-I3
verminderte TNFa - Produktion nach LPS - Stimulation nicht regesemn. Der Versuch der
kombinierten Applikation von IL-12 und IL-18 war mudamaligen Zeitpunkt noch nicht vor-

genommen worden. Noch im selben Jahr konnten etnm — Ergebnisse der aktivierenden
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Funktion von GM-CSF durch Bundschuh et al. [25] Mdusemodell bestétigt werden. In
einer Vielzahl der Studien wurde im Gegensatz zuliegenden Arbeit die Kompetenz bzw.
der Erfolg der eingesetzten Immunmodulatoren Ulempda- und postoperative monozytare
HLA-DR - Expression sowie uber die ex-vivo TN Produktion im Vollblut nach Zusatz
der Reagenz definiert. In der vorliegenden Arbardwedoch die TNFa - Produktion der
isolierten PBMCs nach Reagenzienzugabe als Immwoanbetrachtet, so dass ein Vergleich
nur begrenzt durchgefihrt werden kann. Trotz distis eingeschrankter Komparation der
einzelnen Ergebnisse, einschliel3lich der hier ggdnden, scheinen jedoch alle zu zeigen,
dass unterschiedliche Mechanismen im Falle von &joer, Trauma oder Sepsis eine Reduk-
tion der Immunantwort herbeiftihren. Flohe et afl][3eigte beispielsweise bei Zustand nach
HLM einen mit gesunden Spendern vergleichbarenopesativenWert der monozytaren
HLA-DR - Expression und TN - Produktion nach einmaliger GM-CSF - Applikation
vitro, wohingegen nur ein geringer Anstieg der @dden TNFe - Produktion, induziert
durch multiple Verletzungen und Sepsis, erreichtder konnte. Die Homogenitat der Grup-
pe als auch die Dauer der Therapie scheinen atpibliaft genannte Einflussfaktoren die
Heterogenitat der Ergebnisse zu erklaren. Kontsdaizu finden sich in der Literatur auch
positive Resultate hinsichtlich des Anstiegs deAHDR - Expression im Falle von schwerer
Sepsis und nach Polytrauma [32] . Bogermann géa].wiederum untersuchte anhand von
16 Patienten, welche sich eines kardiochirurgisdbiegriffes elektiv unterzogen, die HLA-
DR - Expression auf Monozyten, T- und B-Lymphozytkrekt postoperativ, am 2. und am
10. postoperativen Tag mittels Flowzytometrie. Bpstativ zeigte sich eine deutliche Reduk-
tion der monozytdren HLA-DR - Expression wie auckr d8-Lymphozyten, die der T-
Lymphozyten verédnderte sich zu keinem Zeitpunkt gesamten Beobachtungszeitraum.
Nachfolgende in-vitro GM-CSF - Behandlung von Vallulturen konnte einen signifikan-
ten Anstieg der monozytdren Expression erreichéchtnedoch in der Gruppe der B-
Lymphozyten. Wiederum scheinen die T-Zellen niahtihrer Funktion als Signalinduktor
beeinflusst zu sein, so dass die hohe TN\NFProduktion nach INF-und IL-12/IL-18 erkl&r-
bar ist. Interessanter Weise beschreibt keine dieser Studdere (berschielende
Zytokinproduktion nach GM-CSF - Applikation mit isehen Effekten wie z.T. bei IFN-
Therapie gezeigt wurde [45] . Einschrankend muss jgdoch erwahnt werden, dass im
Rahmen der individualisierten Immunstrategien uBteachtung des jeweiligen aktiven oder

supprimierten Immunstatus sich die Ergebnisseiveda¢n [56, 57]
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Tabelle 17: IFNy

Autor

Studiendesign

Livingston et al., 1988 in vivo

(58]

Docke et al., 1997
[45]

Metz et al., 2004
[57]

Tiermodell
(Ratte)

in vivo

Humanmodell

in vitro Hu-
manmodell

Material & Methoden Ergebnis

Applikation von Staph. aureus Keine Veranderung in
IFN-y 7500 Units Einzeldosis AbszessgrofRe bei Tieren
Messgrofe: Abszessgrolie nach IFNy - Gabe
Zeitpunkt: 30min — 3. postoperative Tag

9 Patienten mit Sepsis, 8 Pat.: Rekonvaleszenz
IFN-y 100ug/Tag 2 Pat.: Ruckfall
MelRgroie: 1 Pat.: Todesfall (Sepsis)

Monozytare HLA-DR-Expression
Zeitpunkt: 1.-2.postoperative Tag

13 Patienten postoperativ HLA-DR Expression von
IFN-y 100 ug/r/PBMC 54% auf 92% gestiegen
Messgrofie:

Monozytare HLA-DR-Expression
Zeitpunkt: 24h Inkubationszeit

Tabelle 18: IL-12/IL-18

Autor Studiendesign Material & Methoden Ergebnis

Chang et al., 2000 in vitro Stimulation naiver T-Zellen von Keine IFNy - Produktion,

[59] IL-12-/-M&usen mit IL-18 30 ng/ml aber erhdéhte Produktion

von IL-12 — RI32

Golab et al., 2000 in vitro Peritoneale Zellexsudate Deutlich erhdhte IFNg-

[60] Tiermodell IL-12 10ng/ml; IL-18 50ng/mI/PBMC  Produktion nur nach kom-
(Mause) MessgroRe: IFN¢ binierter Gabe von IL-

Zeitpunkt: 72h 12/IL-18
Hiraki et al., 2007 in vitro Hu- 32 Pat. postoperativ/26 Septiker Signifikante Erhéhung
[61] manmodell IL-12 20ng/ml und/oder IL-18/PBMC  IFN-y - Produktion nach

MessgréRRe: IFN¢ kombinierter Gabe von
Zeitpunkt: 1./5./10./15. postoperativer 1L-12/IL-18 in Gruppe der
Tag postoperativen Patienten,

nicht bei den Septikern
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Tabelle 19: GM-CSF

Autor

Studiendesign Material & Methoden

Ergebnis

Bundschuh et al, 1997 in vitro/in
[25] vivo Tiermo-
dell (Mause)

Randow et al., 1997 in vitro

(26]

Flohe et al., 1999 in vitro

12 LPS-tolerante Mause,
GM-CSF 50ug/kg, IFN 50ug/kg
MessgrofRe: TNFr - Produktion
Zeitpunkt: 72h nach Applikation

Modell d. LPS-Desensibilisierung,
IL-10/TGF-R3 -Desensibilisierung,
IL-12 50ng/ml , IFNy 1200U/ml,
GM-CSF 50ng/ml/PBMC (gesund)
Messgrof3e: TNFr - Produktion
Zeitpunkt: 24h/48h Inkubationszeit

Vergleich Patienten nach HLM (9),

[34] Humanmodell Polytrauma (9), Sepsis (9)

Bilgin et al., 2001 in vivo

GM-CSF 1,10,100ng/mi/Vollblut+
LPS-Stimulation 100ng/ml

Messgrof3e: HLA-DR-Expression, TNF-

- Produktion
Zeitpunkt: 24h/28h Inkubationszeit

60 Neugeborene mit Sepsis und

[62] Humanmodell Neutropenie

Nierhaus et al., 2003 in vivo

GM-CSF 5ug/kg/d bis 7. Tag
Messgrof3e: Blutbild, Outcome

9 Patienten mit schwerer Sepsis,

[32] Humanmodell GM-CSF 5ug/kg/d bis

Lendemans et al., 2006n vitro

3.postoperativen Tag
MessgrofRe: HLA-DR-Expression,
ex VivoTNF-a - Produktion

Zeitpunkt: 1.-10.d nach Applikation

6 Patienten nach Polytrauma

[63] Humanmodell GM-CSF, IFNy 10ng/ml/Vollblut

Borgermann et al., in vitro

2007 [41]

Messgrofe: TN, I1L-10, HLA-DR
Zeitpunkt: 6h Inkubationszeit

16 Patienten nach CPB, GM-CSF

Humanmodell 100ng/mi/Vollblut
MessgrofRe: HLA-DR auf Monozyten,

B-u. T-Lymphozyten

Erhéhung der LPS-
induzierten TNFa -
Produktion nach GM-CSF,
IFN-y

Aufhebung LPS-
Desensibilisierung u. LPS-
Hyporesponsiveness:
IFN-y/GM-CSF
Aufhebung LPS-
Desensiblisierung:IL-12

HLA-DR-
Expression/TNFa - Pro-
duktion bei Polytrauma/
Sepsis: niedriger Anstieg
ex vivo

TNF-a - Produktion als in
HLM - Gruppe

Senkung der Mortalitat
und Dauer
der Hospitalisierung

Innerhalb von 24h Anstieg
HLA-DR- Expression,
Erh6hungex-vivoTNF-a -
Produktion

Erh6hung monozytare
HLA-DR Expression u.
ex-vivoTNF-a -
Produktion

Monozyten: Erhéhung
HLA-DR - Expression
B-Lymphozyten: keine
Erhéhung

Zeitpunkt: pra-, post-op, 2. POD, 10. POD

Die im in-vitro - Modell gewonnenen Ergebnisse Rhdich der Revertierbarkeit einer

monozytaren Desensibilisierung durch IL-12/IL-18ltsa mit der in-vivo - Situation einer

postoperativen Immundepression verglichen werdé.dies partielle Ubertragbarkeit der Er-

gebnisse konnte schon Golab et al. [60] in seinrmibdell verweisen, indem er eine deut-

lich erhdhte INFy - Produktion nach kombinierter Stimulation mit12/18 erreichte. Fur die
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kombinierte Gabe von beiden Interleukinen pladaeith Hiraki et al. [61] , welcher Patienten
nach elektiver Operation mit septischen Patiengzglich und dabei keinen Anstieg der Inter-
ferony - Produktion nach IL-12 in beiden Gruppen vorweis®nnte. Interessanterweise
steigerte sich die INk-- Produktion nach simultaner Gabe von Interlell@Al8 nur in der
Gruppe der Patienten mit definierter postoperatienundepression, nicht in der Gruppe der
Septiker. Urséachlich hierfur ist entsprechend Hiretkal. [61] eine verminderte IL-18R Ex-
pression auf die quantitativ identischen NK-Zelierder Gruppe der Septiker. Daraus resul-
tiert aus vorerst widersprichlich erh6htem IL-1&erumlevel bei Septikern eine IRN-
Hyporesponsiveness bei Downregulation von IL-18R@D56+NK-Zellen. Fir einen voll-
standigen Vergleich mit dieser Studie bzw. Ergedemsder Arbeitsgruppe um Buhl und
Schroder besteht sowohl eine Differenz der Megsaekte als auch eine fehlende LPS - Sti-
mulation nach 48h mit nachfolgender Messung von-yNfiad TNFea im Uberstand. Jedoch
zeigen die Resultate von Buhl et al. kontrovers zonher gesagten bei der in-vitro Stimula-
tion von PBMCs septischer Patienten eine signifikdtrhohung der TNIE-- und Interferon-

y - Produktion am ersten Messzeitpunkt unter glaittger Gabe von IL-12 und IL-18 nach
Stimulation mit LPS, wobei in diesem Fall ein binatek Verteilungsmuster von TN~
High- und Low - Producer ersichtlich wird. Einschk&nd muss jedoch die geringe Stichpro-
benzahl (8) erwéhnt werden, so dass lediglich Am@ahme ausgesprochen wur@omo-

tionsarbeit).

Im Vergleich zu den in der Literatur beschriebeMersuchen zur Reaktivierung von in-vivo -
desensibilisierten Monozyten durch Trauma, Seu®&ration etc. zeigt sich, dass die in vivo
desensibilisierten Zellen sich sowohl bezuglich T&F-a - Produktion (diese Studie, [22] )
wie auch der IFN¢ - Produktion [22, 61] unter den beschriebenen u¢bkdingungen zum
Teil anders verhielten als Zellen, die in vitro eeiDesensibilisierung durch LPS oder IL-
10/TGF-R durchlaufen haben. Bezugnehmend auf dleegende Studie Iasst sich ein Desen-
sibilisierungsprozess entsprechend des in-vitraodd®ls der reinen LPS - Desensibilisierung
vermuten, da die in-vivo bestehende Immundepressiooh INFy, GM-CSF als auch IL-
12/18 aufgehoben werden konnte. Die gezeigten Datégr Beachtung der derzeitigen Lite-
raturlage machen jedoch deutlich, dass es fur @imersuchung der verschiedenen bei der
Entstehung einer Immundepression/Immunparalyseligege Mechanismen notwendig ist,

die zu untersuchenden Patienten entsprechend dacl der Immuninkompetenz in weitere
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Untergruppen (posttraumatisch, postoperativ, pfeitiios etc.) zu unterteilen, um
pathogenetisch unterschiedliche Entitaten zu berdlolgen. LPS- oder IL-10/TGF-I3 - De-
sensibilisierung stellen moglicherweise nur furegiMeil der untersuchten Patienten ein ada-

quates in-vitro — Modell dar.

Tabelle 20: Zusammenfassung der in-vitro - Modelle Darstellung der Immundepression/Immunparalyse.
Bisherige Ergebnisse der fraglichen Ubertragbarkeitvo. Die fett gedruckten Werte entsprechen Eegeb-

nissen dieser Studie

Inhibition durch Revertierung Revertierung | Revertierung | Revertierung
durch IFNy |durch IL-12 | durch IL-12/18 | durch GM-CSF

In-vitro | LPS-Desensibilisierung + (TNF-0) + (TNF-0) + (TNF-a) + (TNF-0)

(Schroder et al. [22] ) + (IFN-y) - (IFN-y) ?

IL-10 Desensibilisierung + (TNF-0) - (TNF-0) + (TNF-0) ?

(Schroder et al. [22] ) - (IFN-y) - (IFN-y)

TGF-B Desensibilisierung + (TNF-0) - (TNF-0) - (TNF-a) ?

(Schroder et al. [22] ) + (IFN-y) - (IFN-y)

IL-10/TGF-B Desensibilisierung + (TNF-0) - (TNF-0) - (TNF-0) ?

(Schroder et al. [22] ) - (IFN-y) - (IFN-y)
In- vitro | Septiker + (TNF-0) - (TNF-0) + (TNF-0) ?

(Buhl et al.) - (IFN-y) + (IFN-y)

Septiker (Peritonitis) ? ? ?

(Hiraki et al. [61] ) - (IFN-y)* - (IFN-y)*

Polytrauma + (TNF-0) + (TNF-0)

(Lendemans et al.[63] )

Pat. nach abdomineller elektivar- (TNF-a)* | ? ? ?

OP (Hiraki et al. [61] ) - (IFN-y)* + (IFN-y)*

Pat. nach kardiochirurgischer |+ (TNF-a) ? + (TNF-a) + (TNF-a)

OP (Thiele) ? ?

*Keine LPS-Stimulation nach 24h vorgenommen
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4.5 Immunmarker fur die Pradiktion von postoperativen | nfektionen und

Revertierungsverhalten

Von besonderer klinischer Relevanz im Zusammentmanglen Veranderungen auf Media-
torenebene wahrend systemischer Immunaktivierurdy lonmundepression ist die Frage,
welches préadiktive Potenzial immunologische Paramieinsichtlich ihrer Eignung als diag-
nostische Infektionsmarker haben. Hierbei konntenklgebnisse von Strohmeyer et al.[44]
bei identischer Patientenpopulation, jedoch unkeestticher Gruppierung, zum Teil bestatigt
werden. Wie auch bei Stronmeyer erwiesen sich dieazytéare HLA-DR - Expression und
IL-10 am 1. postoperativen Tag als Marker mit dend3ten Diskriminierungspotenzial bei
einer jeweiligen Flache unter ROC - Kurve (AUC) fulLA-DR von 0,700 (Cut-off
8195AB/cell) und fir IL-10 von 0,785 (Cut-off 7,6@fdl). Zusatzlich unterstrich Strohmeyer
et al. in seinen Auswertungen die Ineffektivitat @enventionellen klinischen Infektionspa-
rameter wie CRP und die SIRS - Kriterien. InwieféthA-DR, IL-10 oder auch PCT mit
ihren definierten Cut-offs am 1. postoperativen Tsignifikante Aussagen Uber das
Revertierungsverhalten treffen kdnnen, zeigten lyetiihrte Korrelationen. Dabei stellte
sich jedoch heraus, dass in keiner der Gruppieruege signifikanter Unterschied innerhalb
der einzelnen Stimulationsansatze nachgewiesenewekdnnte und somit die erwahlten
Marker in dieser Patientenpopulation am 1. und augbostoperativen Tag keine potentielle
Vorhersage Uber ein mogliches Revertierungsvemateffen kénnen. Die Frage, ob dieses
fehlende Vorhersagepotential auf die geringe Stabgnzahl bzw. die spezifische Patienten-
population oder auf das schon in den Vorversuclaggestellte nicht signifikant unterschied-
liche Revertierungsverhalten zurickzufihren istssnim grof3eren Studienformaten abgeklart

werden.

4.6 Einschrankende Aspekte der Auswertungen

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Verteilung Eiezelmesswerte muss bei der Aus-
wertung der hier diskutierten Ergebnisse beachéetlen, dass bei der kleinen Zahl der Expe-
rimente trotz des Einsatzes von Tests fur nicharametrische Verteilungen die Gefahr be-
steht, wichtige Informationen zu Ubersehen oderi8sk aus den vorliegenden Daten zu

ziehen, die von denen aus einer gréReren Stichgnoiseheidend abweichen.
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Einschrankend muss in bezug auf die vorliegendeyeltfrisse in erster Linie die geringe
Stichprobenzahl angemerkt werden, die sich vomakkirch strikte Einschlusskriterien fur
die einzelnen Gruppierungen ,Kein Infekt* und ,Vaaht auf Infekt* ergeben haben. Dahin-
gehend erfolgte eine Dezimierung der ehemals 3@estchlossenen auf 22 Patienten. Auf-
grund dessen konnten bei einigen Items allenfalteahmen bzw. Tendenzen (z. B. Ge-

schlechtereinfluss) ohne statistische Untermaueamggfihrt werden.

Auch muss eingrenzend erwahnt werden, dassxd@voTNF-0 —Messungen nur eine stark
reduzierte Stichprobenzahl aufweisen. Ursachligrfia ist die im Nachhinein festgestellte

Verunreinigung einer verwendeten Charge.

Des weiteren unterliegt der erste Teil der Studlsibhtlich einer méglichen Deaktivierung
durch IL-10 und TGF- zahlreichen Einflussfaktorem)che nur bedingt im Versuchsaufbau
beachtet werden konnten. Hauptaugenmerk hierlgi dief den Low- und High - Producern
innerhalb der TNFx - Produktivitat nach LPS - Stimulation, welche aechm Bereich gesun-
der PBMC - Spender ein breites Spektrum offerie@mwohl Doppelansatze als auch das
statistische Auswertungsverfahren der Varianzaeaiyg zufélligen Effekten sollten diesen

Fehler minimieren.

Insgesamt erfolgte in beiden VersuchsaufbautendmeirUntersuchung der Desensibilisie-
rungs- und Revertierungsphanomene auf Ebene dekiBproduktion im Uberstand nach
LPS - Stimulation. Anlehnend an beschriebene Studrarden zwar Proben zur mRNA -
Analysen mit Untersuchung der Zytokin - Genexpmasgiesondert gesammelt, die Auswer-

tung ist jedoch Thema einer nachfolgenden Arbeit swil hier nicht besprochen werden.

4.7  Therapeutischer Ausblick

Trotz vielfaltiger Ergebnisse experimenteller urlishikcher Studien konvergieren sie jedoch
alle im Hinblick auf die Notwendigkeit einer ausgmyenen Homdoostase zwischen
Inflammation und Anti-Inflammation nach elektivehimirgischen Eingriffen zur Vermeidung
postoperativ bedingter Infektexazerbationen oder Ehtwicklung einer Sepsis. Neben den
bereits formulierten Hauptaussagen zeigt die wgelele Studie erneut, dass neben der be-
kannten chirurgischen und medikamentésen Intersenéiuch eine immunmodulatorische

Therapie durchaus ihre Berechtigung haben kann.jadimch durch eine effektive Therapie
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sowohl der hyperinflammatorischen Phase (SIRS,iSeqls auch der sekundaren, ggf. tran-
sienten Immundefizienz (MARS, CARS) mit GM-CSF, iMRind IL-12/18 zum richtigen
Zeitpunkt begegnen zu kénnen, miussen diese anhesdlishischen Bildes nicht sofort zu
trennende Syndrome zunachst immunologisch diffeeeinwerden. Erst dann wird geeigne-
ten Subgruppen von Patienten und gemafd eines dptrdait- und Dosierungsschema die
immunmodulatorische Substanz erfolgversprechentizagmp werden kénnen. Richtungswei-
send hierfiir sind bereits begonnene Studien mituRgider Ubertragbarkeit der bekannten
in-vitro - Modelle auch unter Nutzung anderer immaalulatorischer Substanzen wie G-CSF
[64] , IGF-1 [65] oder dem Steroidhormon Dehydraepirosteron [66] . Auch bedarf es gro-
Berer Studienumfange zur Einschatzung bekanntdiuEsfaktoren wie Geschlecht, Alter,
auslosendes Ereignis oder Schwere der vorliegeMedatzungen, um einen adaquaten Ein-
satz der immunmodulatorischen Substanz zeitgexduid den haufig diskutierten ,cytokine
storm*” [67] zu initiileren. Schon Strohmeyer et[d4] postuliert ein mégliches immunologi-
sches Monitoring anhand Immunmarkern wie monozgtéteA-DR, Plasma-IL-10, total IL-

8 undex-vivoElastase am 1. postoperativen Tag mit hoher diskativer Aussagekraft zur
perspektivischen Einschatzung infektioser Kompldw@en vor klinischer Manifestation. In
weiteren prospektiven Multicenterstudien unter Mamaung hochstandardisierter Messme-
thoden sollten diese und weitere Marker sowie eiestsprechende effektvolle

Immunstimulanz wie GM-CSF in der klinischen Praadiabliert und eingesetzt werden.
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