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1 Einleitung

1.1 Bakterielle Infektionen

Die Auseinandersetzung von hoher entwickelten Lebewesen wie Pflanzen, Tieren und
Menschen, mit einfacheren Lebensformen wie Viren, Bakterien, Protozooen und Pilzen,
die versuchen auf oder in diesen eine Grundlage fiir das Fortkommen der eigenen Art zu
schaffen, hat auf beiden Seiten zur Entwicklung von komplexen Strategien und
Gegenstrategien gefiihrt. Bei den Saugetieren ist dabei im Laufe der Evolution ein
Immunsystem entstanden, das in der Lage ist, ein immenses Repertoire an
Verteidigungsmechanismen gegen Erreger verschiedenster Art aufzubieten. Die
Mikroorganismen wiederum haben Mechanismen entwickelt die Verteidigungslinien zu

umgehen oder zu durchbrechen.

Infektionen mit bakteriellen Erregern gehdren zu den hiufigen Ereignissen, bei denen
ein gut funktionierendes Verteidigungssystem gefordert ist. Hierbei kann man eine
grobe Einteilung der Erreger in zwei Klassen vornehmen. Diese Einteilung beruht auf
der Anfarbbarkeit bestimmter Zellwandbestandteile der jeweiligen Erreger und fiihrt so
zu einer Differenzierung in Gram-positive und Gram-negative Bakterien. Einige dieser
Zellwandbestandteile sind sehr potente Aktivatoren des Immunsystems und kénnen den
Wirtsorganismus in die Lage versetzen, auf den Erreger zu reagieren und diesen an der

weiteren Ausbreitung und Vermehrung zu hindern und ihn, méglichst, zu eliminieren.

Die primdre Reaktion eines Wirtes auf eine Infektion wird von den diversen
Komponenten des angeborenen Immunsystems kontrolliert und in der Folge von den

wesentlich spezifischeren Komponenten der adaptiven Immunantwort weitergefiihrt.

1.2 Innate Immunity — Das angeborene Immunsystem

Unter dem Begriff angeborenes Immunsystem versteht man die genetisch determinierte
Gesamtheit aller Mafnahmen, die einem Organismus zur primidren Abwehr
eindringender Pathogene von Geburt an zur Verfiigung steht. Die angeborene Immunitét
beruht im Wesentlichen auf drei Sdulen. Die intakten epidermalen, dermalen und

mucosalen Barrieren im Sinne einer geschlossenen Abgrenzung zur Umwelt und darauf
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befindliche, antimikrobiell wirksame Proteine und kommensale Keime (,,host flora®)
stellen dabei den ersten Teilbereich dar. Gewebestindige Mastzellen und Makrophagen
sowie zirkulierende Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten sind das zweite
tragende System der Abwehr. Die dritte Komponente besteht aus Plasmaproteinen, die
in der Lage sind, bakterienspezifische Proteine oder Kohlenhydrate zu erkennen, zu

binden und zu markieren, bzw. diese direkt zu eliminieren.

1.2.1 Humorale Komponenten

Zur humoralen Komponente des Immunsystems zdhlt die Gesamtheit der
Plasmaproteine, die in der Lage sind, Pathogene, die die erste Barriere iiberwunden
haben anhand von Oberflachenstrukturen, bestimmten Glycosylierungsmustern ihrer
Proteine sowie bestimmter Proteinantigene zu erkennen, zu binden und somit zu
markieren, um sie fiir eine weitere Prozessierung zugédnglich zu machen. Dabei spielt
das Komplementsystem, die Lektine (MBL und Ficoline), das C-reaktive Protein, sowie
Faktoren des Gerinnungssystems und bestimmte Immunglobuline der IgM-Fraktion

eine wichtige Rolle bei der Einddmmung einer beginnenden Infektion.

1.2.2 Zellulare Komponenten

Die zellulire Komponente der angeborenen Immunantwort besteht aus
ausdifferenzierten Monozyten, den Makrophagen, die in nahezu allen Organen und in
meist organspezifischer Morphologie als Fresszellen vorkommen. Diese Zellen setzen
nach Antigenkontakt ein Spektrum von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen,
sowie diversen Chemokinen frei, die den Organismus in die Lage versetzen, auf das
eingedrungene Pathogen zu reagieren. Verdnderungen, die die Migration der
Leukozyten und die Extravasation in das betroffene Areal ermoglichen, sind hierbei
einer der primiren Effekte dieser Substanzen. Des Weiteren sind die Makrophagen in
der Lage, eingedrungene Pathogene zu phagozytieren und in den nichstgelegenen
Lymphknoten zu wandern. Dabei wird das aufgenommene Pathogen abgetdtet und
prozessiert, um anschlieBend Antigene des Pathogens den Immunzellen im

Lymphknoten zu préasentieren und damit die weitere Immunantwort zu spezifizieren.

Die Granulozyten, neutrophile, eosinophile und basophile, sind die zahlenméaBig grofte,

im Blut zirkulierende kernhaltige Zellpopulation, die im Rahmen des angeborenen
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Immunsystems aktiviert werden kann. Dabei stellen die polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten im physiologischen Zustand den stark {iberwiegenden Anteil
dar. Die neutrophilen Granulozyten, die durch verschiedene Chemokine, Zytokine und
Komplementfragmente an den Ort des Geschehens dirigiert werden, sind wie
Makrophagen befdhigt Partikel zu phagozytieren und bestimmte Mediatoren
freizusetzen, die wiederum Makrophagen befdhigen konnen, aufgenommene Keime
effektiv zu inaktivieren. Durch Degranulation vor Ort sind die neutrophilen
Granulozyten in der Lage, extrazellulir im Gewebe befindliche Pathogene direkt zu

inaktivieren (Abbas et al. 2000).

Mastzellen, Natiirliche Killer (NK) Zellen und bestimmte Fraktionen der T-
Zellpopulation sind weitere Bestandteile des zelluldren ,,innate immunity* Komplexes,

die jedoch in der nachstehenden Arbeit nicht ndher untersucht wurden.

Die Detektion und Reaktion der Zellen auf einen Eindringling ist durch eine relativ
begrenzte Vielfalt an Rezeptoren (PRR Pattern Recognition Receptors)(Heine et al.
2003) auf der Oberfliche von Wirtszellen gekennzeichnet, die eine vergleichsweise
geringe Spezifitit aufweisen und somit ein breites Spektrum an Pathogenen erfassen
konnen. Diese Rezeptoren dienen der Erkennung bestimmter, in Mikroorganismen wie
Bakterien, Protozooen, Pilzen und Viren, wiederkehrender Muster, sogenannter PAMP
(Pathogen Associated Molecular Pattern) (Janeway, Jr. 1989). Dazu zihlen
Lipopolysaccharid (LPS) (Rietschel et al. 1992), Lipoteichonsdure (LTA) (Bhakdi et al.
1991), Peptidoglykan (PG) (Dziarski 2003; Dziarski 2004; Rietschel et al. 1998),
Lipopeptide (LP) (Hoffmann et al. 1988) oder unmethylierte Oligodeoxynukleotide
(ODN) CpG-DNA (Lipford et al. 1998), die potente Aktivatoren des angeborenen
Immunsystems darstellen. In Studien mit Drosophila wurde erstmalig das
Transmembranprotein Toll beschrieben dem eine Funktion im Rahmen der angeborenen
Immunitét zugeschrieben werden konnte. In der Folge wurde eine Reihe von orthologen
Genen in Sdugetieren entdeckt, die in Analogie zu Toll Toll-Like-Rezeptoren (TLRs)
genannt wurden. Die TLRs der Sdugetiere gehdren zu einer Rezeptorfamilie, deren
Charakteristika extrazelluldre leuzinreiche repetitive Sequenzen (LRRs) und eine
zytoplasmatische Toll/IL-1Rezeptor (TIR) Homologiedomine sind. Bisher sind 11
dieser TLRs gefunden und beschrieben worden, von denen neun eine eindeutige

Funktion zugeordnet werden konnte (Heine et al. 2003; Means et al. 2000). Die
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Erkenntnisse, die durch die Aufkldrung dieser Gruppe von Rezeptoren gewonnen
wurden haben viel zum Verstindnis der Abldufe im Rahmen der angeborenen

Immunitét beigetragen.

1.3 Immunmodulatoren, LPS, LTA und CpG

Die oben genannten PAMPs sind, wie bereits dort erwihnt, potente Aktivatoren und
Modulatoren des Angeborenen Immunsystems, die ithre Wirkung iiber die Interaktion

mit der jeweiligen TLRs entfalten.

1.3.1 LPS Struktur, Vorkommen und Effekte

Lipopolysaccharid (LPS) ist diejenige Komponente der dulleren Hiille Gram-negativer
Bakterien, die fiir die meisten messbaren Effekte, die nach einer Infektion mit Gram-
negativen Erregern auftreten, als ausreichend angesehen wird. Zu diesen Effekten zéhlt
die Freisetzung von Zytokinen und in der Folge die Induktion von Fieber ebenso wie,
wenn in hohen Dosen appliziert, die Induktion von Schock und schockéhnlichen
Zustinden, die mit Vasodilatation, Hypotonie, Hypovolimie, Hypothermie,
Koagulopathie und vielen weiteren damit assoziierten Phinomenen wie auch in Absch.
1.5 beschrieben, einhergehen kénnen. In Abb. 1-1 ist schematisch die Struktur von LPS
dargestellt und in Abb. 1-2 die Struktur von Lipid A, wie sie in diversen
Enterobacteriaceae vorkommt. Die in Gram-negativen Bakterien hoch konservierte
Lipid A-Untereinheit ist dabei als das ,,endotoxische Prinzip“ (Rietschel et al. 1992) von
LPS erkannt worden, was in vielen in vivo und in vitro Experimenten (Galanos et al.
1985) bestdtigt werden konnte. Als PRR der fiir die beschriebenen Effekte der am
hiufigsten vorkommenden Varianten von LPS verantwortlich ist, wurde TLR4
identifiziert, der die Signaltransduktion im Zusammenspiel mit LBP, CD14 und MD-2
bewerkstelligt.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir simtliche Experimente bei denen LPS verwendet

worden ist, hochreines LPS von S.abortus equi als Suspension in PBS eingesetzt.
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Enterobacteriaceae wie z.B. S.tm. oder E.coli.

1.3.2 LPS-bindendes Protein LBP

LPS-bindendes Protein LBP ist ein 16sliches, 55kDa groBes Serumprotein aus der
Gruppe der Akut-Phase Proteine, das von Hepatozyten produziert und sezerniert wird
(Ramadori et al. 1990). LBP spielt eine wichtige Rolle beim Transport von LPS zur
Zelle und fiihrt dort zu einer beschleunigten Bindung an Oberflachenproteine auf der
Zellmembran, was zu einer deutlichen Steigerung der Aktivierbarkeit der Zelle durch
geringste Mengen von LPS fiihrt (Schumann et al. 1990; Schumann et al. 1994; Wright
et al. 1989). Die Bedeutung von LBP fiir den Organismus hinsichtlich Zellaktivierung
(Wurfel et al. 1997) und Kontrolle von Infektionen mit Gram negativen Keimen konnte

am Beispiel gentechnisch erzeugter LBP-defizienter Méuse gezeigt werden (Jack et al.

1997).
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1.3.3 Lipoteichonsauren (LTA) Struktur, Vorkommen und Effekte

Lipoteichonsduren (LTA) sind, neben Peptidoglycanen, die Hauptbestandteile der
auBeren Zellwandbestandteile Gram-positiver Bakterien. Sie sind das makroamphiphile
Aquivalent zum LPS Gram-negativer Keime und bestehen aus einem
Kohlenhydratgrundgeriist mit repetitiven Polyglycerolphosphat- bzw. Ribitolphosphat-
einheiten, das mit verschiedenen Aminosiureresten (v.a. D-Alanin) und Kohlenhydraten
(v.a. Glucosamin) substituiert, und mit unterschiedlichen Glycolipiden verestert ist
(Weber et al. 2003b). LTA ist wie LPS auch eine Struktur, die nicht in Vertebraten
vorkommt und somit fiir Erkennung durch PRRs pridestiniert ist. Als Rezeptor aus der
Gruppe der TLRs, der mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir die Signaliibertragung der
iiberwiegenden LTA Varianten verantwortlich ist, ist TLR2 beschrieben worden. Die
Aktivierung verlduft, ebenfalls dhnlich der von LPS, unter Beteiligung von LBP
(Weber et al. 2003a) und CD14, jedoch nicht iber MD-2 (Schrdder et al. 2003).

1.3.4 Bakterielle Deoxicytidylat-Phosphat-Deoxiguanylat (CpG)-DNA und
synthetische Immunstimmulierende Oligodeoxynukleotide (iSODN)

Bakterielle DNA wurde bis in die 60er Jahre des letzten Jahrhunderts fiir
immunologisch inert gehalten und erregte erst durch Befunde, in denen die Induktion
von Interferonen nachgewiesen werden konnte, das Interesse der Forschung (JENSEN
et al. 1963; ROTEM et al. 1963). Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass eine durch
DNAse inaktivierbarer BCG-Extrakt (MY-1) NK-Zellen aktiviert und in murinen
Milzzellen sowie humanen PMNs aus Blut die Freisetzung von Interferonen bewirkt
(Tokunaga et al. 1984; Yamamoto et al. 1988). Die immunmodulierenden Effekte
bakterieller DNA auf Makrophagen und dendritische Zellen, die vergleichbar einer
Stimulierung mit LPS durch die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen
gekennzeichnet ist, konnte in vitro und in vivo nachgewiesen werden (Lipford et al.
1997; Sparwasser et al. 1997b; Stacey et al. 1996). Die in vergleichenden Experimenten
mit CpG und LPS gemessenen Zytokinmuster sind jedoch teilweise sehr unterschiedlich
(Hartmann et al. 1999). Des Weiteren konnte die Induktion toxischer TNF-
Serumkonzentrationen in vivo, die mit Schocksymptomen einhergehen wie sie aus LPS
Modellen bekannt sind, durch bakterielle DNA hervorgerufen werden (Sparwasser et al.

1997a; Sparwasser et al. 1997b).
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Die beschriebenen Effekte konnen auf diverse Strukturmerkmale der bakteriellen DNA
zuriickgefiihrt werden, die sie fiir die Erkennung durch die PRRs des Immunsystems
pradestinieren. Im Gegensatz zur DNA von Vertebraten kommt Cytosin in bakterieller
DNA in wesentlich geringerem Umfang 5 'methyliert als Methylcytosin vor (Bird 1992)
und die absolute Haufigkeit von CG Sequenzen ist in eukaryotischer DNA wesentlich
seltener nachweisbar (CG Suppression in Sduger-DNA) (Hergersberg 1991). Die
immunologisch aktiven Sequenzen sind typischerweise als Pallindrome angeordnete
Oligomere, wobei Hexamere, bei denen ein CG Dinukleotid 5 von zwei Purinbasen und
3'von zwei Pyrimidinbasen flankiert ist (5"Pu-Pu-CG-Pyr-Pyr-37), fiir die Detektion
durch das Immunsystem die ausschlaggebende Struktur darstellen. Als Rezeptor fiir
Erkennung und Signaltransduktion bakterieller DNA konnte TLRY identifiziert werden,
der wie TLR4 im Fall von LPS und TLR2 bei LTA zur Familie der Toll-Like-
Rezeptoren gehort (Bauer et al. 2001; Hemmi et al. 2000).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete synthetische DNA Sequenz ODN 1668 ist
ein Phosphorothioat Eicosamer (TCC ATG ACG TTC CTG ATG GAC GTT CT) das
im Maus-Modell eine ausgepragte Wirkung aufweist (Cowdery et al. 1996; Tan et al.
1999). Im CASP-Modell einer akuten septischen Peritonitis beispielsweise hat die
Applikation von CpG-ODN 6 Tage vor der Operation zu einer signifikant erniedrigten
Mortalitétsrate der Tiere gefiihrt (Weighardt et al. 2000).

1.4 Zytokine

Zytokine sind Proteine oder Glykoproteine, die nach Sekretion bei der Kommunikation
und Regulation immunologischer Prozesse eine wichtige Rolle spielen. Darunter sind
vorrangig die Entstehung und Aufrechterhaltung einer Entziindung, die
gegenregulatorischen Mafinahmen zur Wiederherstellung der Homdostase, sowie die
Regulation der Hadmatopoese zu verstehen. Thre Wirkungsweise kann somit als
aktivierend, die Zelldifferenzierung induzierend und proliferativ bzw. als inhibierend
und Apoptose induzierend beschrieben werden. Bei vielen der beschriebenen Effekte
wird dabei das Freisetzen anderer Zytokine und damit das Anstoen einer
Kaskadenreaktion beobachtet. Ausgeprégte pleiotrope Effekte, die auf ihre Interaktion
mit den unterschiedlichsten Zellen des Organismus zuriickzufiihren sind, sowie die

Redundanz aufgrund von Induktion gleicher funktioneller Effekte durch
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unterschiedliche Zytokine, zeigt jedoch, dass es sich dabei um sehr komplexe
Zusammenhdnge handelt, die zu den bekannten, meist unbefriedigenden Ergebnissen

beim Einsatz einzelner Zytokine als Therapeutika fiihrten.

Der Hauptaktionsradius der Zytokine ist autokriner und parakriner Natur, wobei jedoch
auch endokrine, systemische Wirkungen durchaus Relevanz besitzen. lhre meist
kurzfristigen und héufig in niedrigsten Konzentrationen wirksamen Effekte entfalten die
Zytokine durch die Interaktion mit sehr spezifischen (Kgq 10'°-10'2 M) und i.d.R.
membranstindigen Rezeptoren, die von den jeweiligen Zielzellen exprimiert werden.
Zytokine konnen zum Teil praformiert vorliegen (Gordon et al. 1990) oder werden nach

Stimulus de novo synthetisiert und sezerniert.

In vielen Fillen existieren sowohl losliche als auch membrangebundene Formen der
Zytokine. Aus allen oben aufgefiihrten Eigenschaften ergibt sich eine vielféltige
Zytokin-Zytokin-Wechselwirkung, die zu dem Begriff des Zytokin-Netzwerkes gefiihrt
hat (Abbas et al. 2000; Ibelgaufts 2004).

1.4.1 Zytokinrezeptoren

Zytokine vermitteln ihre Wirkung auf Zielzellen durch spezifische Rezeptoren, die sich
anhand der Struktur ihrer Extrazellulir- bzw. Ligand-Bindungsdominen in flinf

Familien unterteilen lassen (Abbas et al. 2000).

Die Typ-1-Zytokinrezeptoren, auch als Hédmatopoetinrezeptoren bezeichnet, bestehen
aus funktionellen Komplexen, den spezifischen Ligand-Bindungs- und Signal-
Transduktionsketten, die von verschiedenen Zytokinen gebunden werden kdnnen was

die oft pleiotropen und redundanten Effekte erklart.

Als Vertreter dieser Gruppe sind die Rezeptoren der Interleukine 2, 6, 13 und 15 ebenso

wie die Rezeptoren von GM-CSF, G-CSF, ,,growth hormon* und Prolactin zu nennen.

Typ-2-Zytokinrezeptoren unterscheiden sich von den Typ-1-Rezeptoren durch das
Fehlen des WSXSW Motivs, einer Aminosdurenabfolge von Trp-Ser-X-Ser-Trp, wobei
X eine beliebige Aminoséure darstellen kann, das fiir Typ-1-Rezeptoren charakteristisch
ist. Die Liganden dieser Rezeptoren werden in Analogie dazu Klasse-2-Zytokine

genannt. Hierzu z&hlt man z.B. die Interferone, ,,interferon-like molecules” und die
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Interleukine 10, 19, und 29. Der funktionelle Komplex besteht auch hier aus einer

ligandbindenden und einer signaltransduzierenden Polypeptidkette.

Einige Zytokinrezeptoren weisen im extrazelluldren Bereich Immunglobulindominen
(Ig) auf. Zu dieser Gruppe der Ig-Superfamilie zdhlt man sowohl die beiden Rezeptoren

von Interleukin 1, als auch die Rezeptoren von M-CSF und SCF.

Rezeptoren mit 7 Transmembrandomainen spielen auch in der Immunologie eine grof3e
Rolle als Rezeptoren fiir Chemokine. Nach Aktivierung durch einen Liganden erfolgt

die Signaltransduktion {iber G-Proteine.

Die fiinfte Familie wird als TNF- oder NGF-Superfamilie bezeichnet. Als
Strukturmerkmal gelten hier die konservierten cysteinreichen Extrazellulirdoménen.
Nach Aktivierung durch ihre trimeren Liganden trimerisieren auch die Rezeptoren und

induzieren Apoptose oder Genexpression.

1.4.2 Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)

1.4.2.1 TNF — Historisches und Allgemeines

Die Fallbeschreibungen Ende des 19. Jahrhunderts von Patienten, bei denen ein
inoperables Sarkom gleichzeitig mit dem Auftreten von schwerwiegenden bakteriellen
Infektionen diagnostiziert wurde, wobei in einigen Fillen eine Nekrotisierung der
Tumoren beobachtet werden konnte, fiihrte erstmals zu der Erkenntnis, dass ein
Zusammenhang von Infektionen und Entziindung mit antitumoralen Effekten besteht
(Coley 1991). Die Entdeckung, dass in LPS behandelten Miusen eine Substanz
freigesetzt wird, die Tumornekrose induzieren kann (Carswell et al. 1975), hat in der
Nomenklatur Eingang gefunden und ist aus historischen Griinden bis heute beibehalten
worden. Zehn Jahre spiter gelang es, TNF zu klonieren und in Escherichia coli zu
exprimieren (Aggarwal et al. 1985). Weitere Untersuchungen zeigten, dass TNF dem
bereits beschriebenen Kachektin entspricht, einem Protein, das von Makrophagen
sezerniert und fiir die Auszehrungserscheinungen bei Patienten, die an malignen
Neoplasien oder chronischen Entziindungen erkrankt sind, verantwortlich ist (Beutler et

al. 1985).

Im Serum von gesunden Individuen ldsst sich selbst mit hoch sensiblen Assays

(Detektionslimit 200 attomolar) kein zirkulierendes TNF nachweisen. Im Gegensatz
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dazu werden im septischen Schock nanomolare Konzentrationen gemessen. In akuten
und vor allem in chronischen Entziindungen spielen die erhohten TNF-Spiegel eine
wichtige Rolle, da TNF die Expression weiterer pro-inflammatorischer Zytokine wie
IL-6 und IL-1 induziert. Dies ist einer der Griinde, warum die TNF-Blockade bei

einigen chronischen Entziindungen gute Erfolge zeigt.

Die immense Anzahl an Publikationen zum Thema TNF die in den diversen
medizinischen Datenbanken vorhanden sind, spiegeln die pleiotropen und je nach
gewidhltem Ansatz oder Modell oft auch widerspriichlichen Effekte dieser Substanz
wieder. Neben den vielfdltigen Effekten bei akuten Erkrankungen ist die Beteiligung an
diversen chronisch pathologischen Zustinden wie z.B. Diabetes, neurodegenerativen
Erkrankungen und Fettsucht (Aggarwal et al. 2002) sowie rheumatoider Arthritis
(Vassalli et al. 1992) und Morbus Crohn belegt.

Durch molekulare Untersuchungen und Homologiestudien in Datenbanken konnte eine
hoch konservierte Molekiilgruppe identifiziert werden, die mit TNF bzw. den TNF-
Rezeptoren strukturelle Ahnlichkeiten aufweist, und deren Mitglieder unter dem Begriff
TNF-Superfamilie, bzw. TNF-Rezeptor-Superfamilie zusammengefasst werden

(Locksley et al. 2001).

1.4.2.2 Die Biochemie und das Prozessieren von TNF

TNF wird als Typ-II-Membranprotein exprimiert und bildet spontan homotrimere
Strukturen aus. Das humane Protein wird als 233-Aminosduren lange (26 kDa)
(Kriegler et al. 1988) Vorldauferform translatiert und daraufhin post-translational
modifiziert. Neben Myristinsdure, die iiber eine Amidbindung an Lysine (K19, K20)
gekoppelt wird (Stevenson et al. 1992), werden Palmitinsidure-Thioester an Cystein
(C47) beschrieben (Utsumi et al. 2001). Potentielle N-Glycosylierungsstellen sind im
Gegensatz zu O-Glycosylierungsstellen nicht vorhanden (Miiller et al. 1986). Die
Signalsequenz des Pro-Peptids ist mit 76 Aminosduren ungewdhnlich lang und dient in
erster Linie dazu, das Molekiil in der Zytoplasmamembran zu verankern. Neuere Daten
sehen in dieser Prisequenz die Grundlage fiir retrograde TNF-Signal-Ubertragung
(Domonkos et al. 2001; Eissner et al. 2000), die mittels Anti-TNF-Antikorper aktiviert
werden kann (Mitoma et al. 2005).
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Die losliche Form entsteht durch proteolytische Prozessierung (Shedding) der
membranstindigem  pro-TNF-Extrazellulirsequenz ~ vorwiegend  durch die
Metalloproteinase TACE/ADAMI17 (TNF-Alpha-Cleavage-Enzyme) (Black et al.
1997; Gearing et al. 1994). Das so modifizierte, reife murine TNF-Molekiil besteht aus
156 Aminosduren (human 157 AS), ist an Position 7 glykosyliert und besitzt ein
Molekulargewicht von 17 kDa (Pennica et al. 1985). Das aktive 16sliche TNF-Molekiil
ist ein Homotrimer mit 52 kDa das aus drei identischen 17 kDa Untereinheiten besteht.
Seine dreidimensionale Struktur wurde durch RoOntgenstrukturanalysen aufgeklért
(Jones et al. 1989). Zwischen den beiden Aminosiuresequenzen von humanem und

Maus-Pre-TNF besteht 79%-ige Homologie (Pennica et al. 1985).

1.4.2.3 Expression, Regulation und Funktion von TNF

Die Hauptproduzenten von TNF sind vornehmlich Zellen hdmatopoetischen Ursprungs
wie beispielsweise aktivierte Makrophagen (Ménnel et al. 1980), Lymphozyten, NK-
Zellen, neutrophile Granulozyten und Mastzellen (Steffen et al. 1989). Die Aktivierung
dieser Zellen erfolgt dabei meist durch die Interaktion bakterieller Produkte wie LPS,
LTA oder CpG mit den oben beschriebenen PRRs d.h. durch Gram-positive und Gram-
negative Bakterien, Viren, Protozoen und Pilze (Minnel et al. 2000b). Des Weiteren
sind Zytokine wie IFNy, IL-1, IL-2 und TNF selbst als potente Induktoren der TNF-
Produktion zu nennen. Dariliber hinaus wurden auch Zellen nicht-hdmatopoetischen
Ursprungs, z.B. Endothelzellen, Fibroblasten und einige Tumorzellen als TNF-
Produzenten identifiziert (Oliff et al. 1987). Die Synthese erfolgt i.d.R. nicht konstitutiv
sondern ist stark reguliert (Aggarwal et al. 1996).

Als zentraler Mediator im Entziindungsgeschehen interagiert TNF mit einer Vielzahl
von Zellen des Immunsystems ebenso wie mit somatischen Zellen, wie beispielsweise
mit Endothelzellen, welche bei Entziindungsprozessen und der Regeneration und

Wundheilung eine Schliisselrolle einnehmen.

Mause, die transgen fiir den TNF-Genlocus sind, zeigen eindeutige Anzeichen von
chronischen Entziindungen (Butler et al. 1997). Andererseits kommt TNF als
Schliisselmolekiil in der Immunantwort im Kontext bakterieller Infektionen eine
zentrale Rolle zu (Echtenacher et al. 1990; Echtenacher et al. 2001; Marino et al.
1997b). TNF ist auBerdem das zentrale Effektormolekiil im septischen Schock (Tracey
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et al. 1989). In Tiermodellen wurde gezeigt, dass die Hemmung der TNF-Wirkung das
Auftreten der Schocksymptome (Blutdruckabfall, hdmorrhagische Nekrose in der Niere
und Leber, multiples Organversagen) verhindert (Vassalli 1992). Die Gabe von hoch -
dosiertem TNF (oder LPS) hingegen induziert Schock mit Symptomen, die weitgehend
mit denen des septischen Schocks nach Infektion mit Gram-negativen Bakterien

iibereinstimmen (Fiers et al. 1990).

TNF wirkt also einerseits hemmend durch Induktion von Caspasen, die die Apoptose
einleiten, und andererseits aktivierend und proliferationsférdernd durch die Induktion
von diversen Transskriptionsfaktoren (NFkB, AP1 etc.) (Smith et al. 1994; Tartaglia et
al. 1993b; Vassalli 1992). Neuere Publikationen bescheinigen TNF dariiber hinaus ein
angiogenes Potential (Feldmann et al. 2004; Frater-Schroder et al. 1987). TNF spielt
auch eine wichtige Rolle bei Autoimmun-Erkrankungen wie z.B. der rheumatoiden
Arthritis oder Morbus Crohn. Organabstoung, ,.graft versus host-disease* (GVHD)
(Piguet et al. 1987) und Schidden durch Ischimie/Reperfusion konnen durch anti-TNF-

Therapien gemildert oder vermieden werden (Fiers 1991).

Weitere wichtige Eigenschaften von TNF im Kontext von Infektion und Sepsis sind
. Induzierung von Apoptose (Smith et al. 1994)

. Aktivierung des Endothels (Gamble et al. 1985)

. Induktion der Prostaglandin E2-, TNF- und Interleukin-1 (Il-1)-Produktion durch
Monozyten ((Bachwich et al. 1986; Dinarello et al. 1986; Philip et al. 1986)

. Erhohung der GefdBBpermeabilitdt (Sato et al. 1986)
. Verstirkung der Phagozytose von Granulozyten (Klebanoff et al. 1986)

. Differenzierung von Monozyten (Gessani et al. 1993; Takeda et al. 1986)

Induzierung von Akut-Phase Proteinen (Ramadori et al. 1988)

1.4.3 Die TNF-Rezeptoren

1.4.3.1 Nomenklatur

TNF vermittelt seine Effekte liber zwei Rezeptoren. Fiir beide TNF-Rezeptoren gib es je

nach verwendeter Nomenklatur verschiedene Bezeichnungen:
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TNF-Rezeptor 1: TNFR1, pSSTNFR, p55/p60 (mouse/human), CD120a, TNFRSF1A

TNF-Rezeptor 2: TNFR2, p75TNFR, p75/p80 (mouse/human), CD120b, TNFRSF1B

1.4.3.2 Struktur

Die beiden humanen membranstindigen TNF-Rezeptoren wurden erst 1990, einige Zeit
nach der Entdeckung ihres Liganden, kloniert (Loetscher et al. 1990; Smith et al. 1990).
Die Maus-Rezeptoren folgten ein Jahr spiter (Lewis et al. 1991a). Aufgrund ihrer
molekularen Masse wurden sie als pSSTNFR bzw. p75TNFR bezeichnet. Es handelt
sich um Typ-I-Membranproteine, die aufgrund der charakteristischen cysteinreichen
Domaénen im extrazelluldren Bereich namensgebend fiir die TNF-Rezeptor-Superfamilie
waren. Betrachtet man die Aminosduresequenzen, ist der p75TNFR (439 AS) nur
unwesentlich groBer als der pS5STNFR (426 AS). Die Ligand-Bindungsdominen sind
sehr dhnlich und die librigen extrazelluldren Abschnitte weisen je nach Spezies eine
Sequenzhomologie von ca. 30% auf. An die hydrophoben Transmembrandoménen
schlieBen sich unterschiedlich gestaltete intrazellulire Dominen an. Der pS5TNFR
weist in diesem Bereich eine sog. Todesdomine (,,Death Domain®, DD) auf (Tartaglia
et al. 1993a), die nach Rezeptoraktivierung das spezifische bivalente Adapterprotein
TRADD rekrutiert und sowohl Apoptose als auch den klassischen, anti-apoptotischen
und pro-inflammatorischen NFxB-Weg einleitet. Der p75TNFR hingegen hat diese
Doméne nicht, sondern besitzt am C-terminalen Ende der Intrazellulirdoméine eine
Bindungsstelle fiir TRAF-Molekiile. Die Bindung des Liganden fiihrt zur Aktivierung
des klassischen und auch des alternativen NFkB-pathways. Details zur TNF-Rezeptor-
Signal-Ubertragung kénnen dem Review von Wajant entnommen werden (Wajant et al.

2003).

1.4.3.3 Interaktion von TNF mit seinen Rezeptoren

Die beiden TNF-Rezeptoren werden als Homo-Multimere auf der Zellmembran
exprimiert. Die Interaktion mit homotrimeren Liganden fiihrt dann zur Bildung von
Clusterstrukturen, die eine Signalkaskade anstoen (Chan et al. 2000). Losliches TNF
bindet mit hoher Affinitdt an beide TNF-Rezeptoren, wobei fiir den pSSTNFR ein ca.
15fach hoherer Wert gefunden wurde. Fiir den p75TNFR hingegen konnte eine hohere
Affinitdt fiir membranstindiges TNF gezeigt werden (Grell 1995). Die Beteiligung an
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der Thymozytenproliferation (Grell et al. 1998), die Eigenschaft als Kostimulator bei
der T-Zell-Aktivierung (Aspalter et al. 2003) und die konstitutive Expression auf
regulatorischen T-Zellen (Annunziato et al. 2002) wurden fiir den p75TNFR gezeigt,
was seine Funktion in der interzelluliren Regulation des lymphoiden Systems

unterstreicht.

1.4.3.4 Expression, Regulation und Funktion der TNF-Rezeptoren

Wiéhrend der pSSTNFR konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert wird, ist die
Expression des p75TNFR stark reguliert und im Allgemeinen auf Zellen des
Immunsystems beschrankt. Pro-inflammatorische Zytokine, bakterielle Produkte (LPS,
LTA, CpG etc.) und auch Stressoren wie Hypoxie sind in der Lage die Expression des
p75TNFR zu erhdhen (Seitz et al. 1998). Erhohte p7STNFR Expression in chronischen
Entziindungen, z.B. im Gastrointestinalbereich (Mizoguchi et al. 2002), bei Schlaganfall
und Herzinfarkt (Semenza 1998) sind ebenso beschrieben wie nach Durchfiihrung einer
CLP (Villa et al. 1995). Die Funktionen der beiden Rezeptoren lassen sich sehr gut an
gentechnisch verdnderten Méusen darstellen. Die pS5TNFR-defiziente Maus ist
resistent gegeniiber einem LPS-induzierten Schock und ist in ihrer Abwehr von
Pathogenen beeintrichtigt (Pfeffer et al. 1993b; Rothe et al. 1993a). Die Entwicklung
der B-Zell-Areale in den sekunddren lymphatischen Organen dieser Tiere ist gestort.
Die Entwicklung der Peyer’schen Plaques verlduft jedoch normal (Pasparakis et al.

1997).

Die p75TNFR-defizienten Tiere unterscheiden sich jedoch kaum von Wildtyp-Tieren.
Die Entwicklung der T-Zellen verlduft normal, sie sind jedoch weniger sensitiv
hinsichtlich TNF-Zytotoxizitit (Erickson et al. 1994b). Die Proliferation reifer
Lymphozyten (Grell et al. 1998) und kostimulatorische Effekte bei der T-Zell-
Aktivierung (Kim et al. 2001), die Differenzierung und Aktivierung von NK-Zellen
(Mason et al. 1995), sowie die Regulation spezifischer hdmatopoetischer Prozesse
werden jedoch mafBigeblich von diesem Rezeptorsubtyp reguliert (Jacobsen et al. 1994;
Jacobsen et al. 1995). Im Modell der subletalen CLP zeigt der p75TNFR keine
Relevanz hinsichtlich Uberlebenszeit, bei der Ausprigung einer LPS-induzierten
Schutzfunktion, vor den Folgen einer CLP, spielt er hingegen eine tragende Rolle

(Echtenacher et al. 2002).
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1.4.3.5 Losliche TNF-Rezeptoren

Die Extrazelluldirdoménen beider TNF-Rezeptoren lassen sich als 19sliche Molekiile in
Serum und Urin gesunder Individuen nachweisen. Im Zuge pathologischer Prozesse
steigen die Werte signifikant an. Fiir Patienten mit rheumatoider Arthritis (Cope et al.
1992), Lupus Erythematodes (Aderka et al. 1993), Krebs (Aderka et al. 1991), Sepsis
(Schroder et al. 1995) und HIV (Hober et al. 1996) ist dies belegt und gilt als
diagnostischer Marker. Nach Induktion einer septischen Peritonitis durch CLP sind die
Serumwerte flir beide 16slichen Rezeptoren ebenfalls deutlich erhdht, wobei die
Konzentration von sTNFR2 fast 100fach hoher ist als diejenige von sTNFR1 (Villa et
al. 1995).

Wie auch bei TNF ist fiir diesen proteolytischen Prozess vor allem TACE/Adaml17
verantwortlich. In vitro Experimente fiir den 16slichen p75TNFR zeigten, dass das
Freisetzen dieser Rezeptoren durch Stimuli wie TNF, LPS und anti-CD3-Antikorpern
um ein vielfaches gesteigert werden kann. Als Quelle der 16slichen TNFR kommen vor
allem Makrophagen, T-Zellen und Granulozyten in Frage (Crowe et al. 1993; Lantz et
al. 1994; Porteu et al. 1990).

Als biologische Funktion dieser 10slichen Rezeptoren kann man das Neutralisieren des
zirkulierenden Liganden annehmen (Mohler et al. 1993) was sich auch in der Messung
von TNF-Serumwerten in TNFR2-defizienten Tieren nach LPS Stimulus widerspiegelt
(eigene Befunde). Dieses Prinzip findet auch im Rahmen der anti-TNF-Therapie
Anwendung. Eine dadurch verlidngerte Halbwertszeit des komplexierten Liganden
wurde zwar diskutiert, scheint jedoch keine biologische Relevanz zu haben (Aderka et

al. 1998).

1.4.4 Interleukin-6

IL-6 ist ein 185 Aminosduren langes, an AS 73 und AS 172 glycosyliertes Protein das
aus einem 212 AS Vorlduferprotein hervorgeht. Von Monozyten ist bekannt, dass sie
mindestens fliinf verschiedene Varianten exprimieren, die eine molekulare Masse
zwischen 21,5 und 28 kDa aufweisen, wobei der hauptsdchliche Unterschied durch
posttranslationale Modifikationen wie Glycosylierung und Phosphorylierung zustande
kommt. Murines und humanes IL-6 weisen eine 65-prozentige Sequenzhomologie auf

DNA-Ebene und nur eine 42-prozentige Homologie auf Proteinebene auf, wobei jedoch
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humanes IL-6 in Méusen und Ratten dennoch in der Lage ist biologische Aktivitit zu

entfalten.

IL-6 ist Namensstifter fiir eine Familie von Zytokinen, der auch der Leukozyten
Inhibierende Faktor (LIF), der Zilidre neurotrophische Faktor (CNTF), OncostatinM
(OSM), IL-11, und Cardiotrophin-1 (CT-1) angehdren und deren Gemeinsamkeit in der
Induktion der hepatischen Expression von Akut-Phase-Proteinen liegt (Oldenburg et al.
1993). Es wird gemeinsam mit IL-lo/p und TNF der Gruppe derjenigen pro-
inflammatorischen Zytokine zugeschrieben, die an der Regulation der friihen Phase des
Entziindungsgeschehens beteiligt sind (Hirano 1992). Ein weiterer Aspekt, der die
Bestimmung von IL-6 im Rahmen dieser Arbeit sinnvoll erscheinen lieB3, ergibt sich aus
dem Befund, dass IL-6-defiziente Tiere nicht in der Lage sind eine Infektion mit L.m. zu
kontrollieren, was auf eine gestorte Akut-Phase-Reaktion zuriickgefiihrt werden konnte.

(Kopfetal. 1994)

Dartiber hinaus ist IL-6 ein ausgesprochen pleiotropes Zytokin, das ebenso wie TNF an
einer Vielzahl immunologischer Abldufe beteiligt ist, die weit iiber seine Funktion im
Rahmen des Entziindungsgeschehens hinausgehen was auch aus den historischen
Bezeichnungen ersichtlich ist wie beispielsweise B-Zell-stimulierender Faktor (BSF)-2,

Interferon-2 oder Hepatozyten-Stimulierender Faktor (HSF).

Die Expression und Sekretion von IL-6 ist, dhnlich wie bei TNF, in einer Vielzahl von
Zellen nachweisbar. Zu den Hauptproduzenten in vivo zédhlen stimulierte Monozyten
und Makrophagen, T- und B-Zellen, Granulozyten, Mast- und Gliazellen als Vertreter
der lymphatisch-myeloischen Zellreihe ebenso wie Fibroblasten, Chondrozyten,
Keratinozyten, Endothel- und glatte Muskelzellen aus der Gruppe der somatischen
Zellreihe. Des Weiteren sind eine Reihe von Tumoren bekannt, die IL-6 konstitutiv
exprimieren wie z.B. Glioblastome und Zervikalkarzinome, wobei IL-6 im
letztgenannten Fall die Funktion eines autokrinen Wachstumsfaktors {ibernimmt

(Eustace et al. 1993).

Fir IL-6 sind mindestens zwei verschieden Rezeptoren mit unterschiedlichen
Affinititen (K4 10” und 10™'") beschrieben worden, wobei jedoch die Existenz von
weiteren Rezeptoren als wahrscheinlich gilt, da bereits in femtomolaren
Konzentrationen biologische Effekte nachweisbar sind (Ibelgaufts 2004). Eine Parallele

zum TNF/TNF- Rezeptorsystem ist in der Existenz von 16slichen Rezeptoren zu sehen.
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Im Gegensatz zu TNF haben diese jedoch nicht nur regulatorische Funktionen, indem
sie freies IL-6 abfangen, sondern stellen fiir bestimmte Vorlduferzellen der
hidmatopoetischen Reihe als IL-6/IL-6-Rezeptorkomlex die alleinig wirksame Struktur
dar, die durch ein rekombinant hergestelltes Fusionsprotein (Hyper-IL6) in seiner

Wirkung sogar noch tibertroffen werden kann (Chebath et al. 1997; Fischer et al. 1997).

1.4.5 Interleukin-10

IL-10 stellt ein 178 AS groBes Peptid dar, wobei 21 AS im murinen und 18 AS im
humanen Molekiil als Signalsequenz dienen. Somit ergibt sich fiir die reife Form des
Proteins bei der Maus eine Linge von 157AS mit einer molekularen Masse von 18,4
kDA und beim Menschen entsprechend 160 AS mit 18,6 KDa. Zwischen humanem und
murinem IL-10 besteht eine weitreichende Sequenzhomologie mit einer 73-prozentigen
Ubereinstimmung der Aminosiuren. Im Gegensatz zu humanem IL-10 (hIL-10) scheint
das Maus-IL-10 (mIL-10) einer ausgeprdagten und heterogenen N-terminalen
Glycosylierung zu unterliegen, die jedoch auf seine biologische Aktivitit keinen
Einfluss hat. Dabei ist hIL-10 in der Maus biologisch aktiv nicht aber vice versa (Moore
et al. 2001). Die biologisch aktive Form von IL-10 ist ein nicht kovalent gebundenes
Homodimer, bei dem sich die Polypeptidketten gegenseitig durchdringen, vergleichbar
der Struktur von IFNy (Syto et al. 1998). Daneben existieren eine Reihe von viralen IL-
10-Homologen, die ebenfalls mit den IL-10 Rezeptoren interagieren und biologische
Aktivitdt entfalten konnen, die aber dabei eine deutlich reduzierte Effektivitit

aufweisen.

Interleukin 10 gehdrt strukturell zur Familie der Klasse 2a-helikalen Zytokine die z.B.
IL19, 1L20, IL-22, und IL-26 umfasst ebenso wie die Interferone (IFN-a, -3 und —y)
und die den Interferonen verwandten Molekiile wie Limitin, IL-28A, IL-28B, und IL-29
(Pestka et al. 2004).

Funktionell zdhlt IL-10 zur Klasse der anti-Inflammatorischen Zytokine (s. auch 1.5.3)
mit jedoch nicht ausschlieBlich supprimierenden Effekten. Die urspriingliche
Bezeichnung Zytokin-Synthese-inhibierender Faktor (CSIF) ist auf die Unterdriickung
der Synthese von IL-2, TNF, IFNy und GM-CSF in Th1-Zellen durch einen Uberstand
aus ConA-stimulierten Th2-Zellen zuriickzufiihren (Fiorentino et al. 1989).
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Die Funktion als potenter Inhibitor der Freisetzung von IL-1p, IL-6, IL-12, GM-CSF,
TNF und IL-10 selbst aus aktivierten Makrophagen (de Waal et al. 1991) verdeutlicht
die zentrale Rolle, die dieses Zytokins bei der Regulation der Immunantwort, vor allem
bei deren Begrenzung, spielt. Ebenso sind hemmende Effekte auf die Freisetzung von

Zytokinen aus neutrophilen Granulozyten beschrieben worden (Kasama et al. 1994).

Die verminderte Antigen-Présentation von Makrophagen und dendritischen Zellen (Enk
et al. 1993), eine erniedrigte Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und
CD86 sowie von MHC Klasse II Molekiilen (Ding et al. 1993; Willems et al. 1994) und
eine verminderte Chemokin Freisetzung (Kasama et al. 1994) nach IL-10-Exposition

sind gleichfalls beschrieben worden.

1.5 Sepsis, Sepsis-Modelle und LPS-Toleranz

Der Begriff der Sepsis charakterisierte in seiner urspriinglich verwendeten Form eine
bakterielle Infektion, die, von einem Focus ausgehend generalisiert, also systemisch
wird und somit iiber den Blutkreislauf in die verschiedenen Organe disseminiert, diese
kolonialisiert und so zu den klinisch sichtbaren Symptomen fiihrt. In der Folge,
nachdem sich die Erkenntnis durchgesetzt hatte, dass die Reaktion des Wirtes auf die
sich ausbreitenden Mikroorganismen und nicht nur die Mikroorganismen selbst
malgeblich an einer Sepsis beteiligt sind, wurde versucht, im Rahmen der Konsensus
Konferenz des ,,American College of Chest Physicians® und der ,,Society of Critical
Care Medicine” im August 1991 eine einheitliche Sprachregelung zu finden. Das
Hauptaugenmerk galt dabei der préziseren Definition der bis dahin oft synonym
verwendeten Begriffe Bakteridmie, Septikdmie, Sepsis, Sepsis Syndrom und Septischer
Schock (Bone et al. 1992; Matot et al. 2001). In diesem Zusammenhang wurde der
Terminus  Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) geprigt, der ein
umfangreiches entziindliches Geschehen charakterisiert, das in Folge verschiedener
Ausloser wie beispielsweise Infektionen aber auch Traumata, Pankreatitiden,
Verbrennungen, groeren chirurgischen Eingriffen etc. auftritt (Faist et al. 1986; Faist et
al. 1988). Dabei wurde das Zusammenspiel endogener Entziindungsmediatoren in Form
einer generalisierten Entziindungsreaktion mit Beteiligung bakterieller Komponenten,
also einer Infektion, als Sepsis definiert. Als Infektion wird dabei die Invasion und

Besiedelung von Organen, Fliissigkeiten oder Korperhdhlen, die physiologischerweise
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steril sind, durch pathogene, bzw. potentiell pathogene Keime verstanden.
Erweiterungen und Ergdnzungen dieser Definitionen wurden im Dezember 2001 auf der
»2001 SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions* Konferenz
(Levy et al. 2003) vorgenommen, wobei die grundlegenden, diese Arbeit betreffenden
Definitionen im wesentlichen erhalten geblieben sind. In Diagramm 1-1 sind die

Begriffe und Ablédufe in vereinfachter, schematisierter Form dargestellt.

SIRS + Infektion

L1l
glslteﬁics Sepsis ==» Schwere Sepsis
Inflammatory @ .
Response Uberleben Septischer Schock
Syndrome durch itensivmedizinische ‘
MaBnahmen
CARS CARS
Compensatory Q
Anti-Inflammatory “IMMUNPARALYSE”
Response + (nosokomiale)

Sekundar/Superinfektion

L
MODS <«

Syndrome

Uberleben Tod

Diagramm 1-1 Vereinfachte Darstellung der Ablaufe im septischen Geschehen.

1.5.1 Sepsis-Modelle

Es gibt eine Reihe von Modellen, in denen versucht wird septische Zustinde
darzustellen. Viele davon beschrianken sich auf Bolusapplikationen lebender oder toter
Erreger bzw. Einzel-Substanzen, die aus diesen isoliert wurden, wie beispielsweise die
oben genannten LPs oder CpGs. Die iiberwiegende Zahl dieser Modelle kann jedoch
nur unzureichend die komplexen Zustinde, wie sie wihrend einer Sepsis vorherrschen

(Deitch 1998; Wichterman et al. 1980), widerspiegeln. Die Applikation von hoch-
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dosiertem LPS kann in LPS-sensitiven Tieren zur Induktion eines letalen Schocks
fiihren, der Gemeinsamkeiten mit einem septischen Schock aufweist (Galanos et al.
1979b; Galanos et al. 1993). Eine Bolusinjektion von LPS fiihrt zu einer wesentlich
starkeren Freisetzung von Zytokinen als dies z.B. nach einer CLP (s. unten) der Fall ist,
jedoch nicht zur Induktion einer gesteigerten Anfalligkeit fiir bakterielle Infektionen,
sondern kann im Gegenteil zu einer verbesserten Uberlebensfihigkeit fiihren
(Echtenacher et al. 2002). Dieses Phdnomen wurde als LPS-Toleranz beschrieben
(s.unten). Um Modelle zu finden, die ndher am tatsdchlichen Geschehen liegen, sind
verschiedene Modelle miteinander verglichen und bewertet worden (Deitch 1998; Fink

et al. 1990; Wichterman et al. 1980) s. unten.

Der Einsatz von LPS als Modellsubstanz zur Induktion eines Schocks oder von
schockdhnlichen Zustinden hat eine Reithe von letalen Schock-Modellen
hervorgebracht. Eine dieser Modifikationen ist das LPS/DGalN-Modell, bei dem eine
Kombination aus D-Galactosamin mit niedrig-dosiertem LPS fiir die Induktion einer
letalen LPS- Wirkung eingesetzt wird (Galanos et al. 1979a; Lehmann et al. 1987). In
diesem Modell ist die LPS-induzierte Freisetzung von endogenem TNF als Ursache fiir
die Hepatotoxititdt in den Hexosamin-sensibilisierten Leberzellen gefunden worden,

wobei die letale Dosis ~10~ der letalen LPS-Dosis ohne D-GalN betrigt.

1.5.2 LPS-Toleranz

Im Kontext der LPS-Forschung ist auch das Phdnomen der LPS-Toleranz beobachtet
worden. Die LPS-Toleranz besagt, dass die Applikation von geringer Mengen LPS
einen, je nach Initialdosis, unterschiedlich lang anhaltenden Schutz vor den Folgen der
Applikation einer letalen Dosis von LPS oder TNF bewirkt (Lehmann et al. 1987).
Diese Toleranz wird im Hoch-Dosis-LPS Modell, LPS/D-GalN Modell und im Hoch-
Dosis-TNF Modell sichtbar und ist von der Anwesenheit von einer Reihe von
funktionsfahigen Proteinen abhingig. Der exakte Mechanismus der LPS-Toleranz ist
jedoch noch nicht geklért. Die LPS-Toleranz muss auch unterschieden werden von einer
Reihe von Defekten in der LPS-Signalwirkung die ebenfalls zu LPS-Unempfindlichkeit
fiihren. So zeigen C3H/HeJ-Maiuse eine angeborene LPS-Toleranz, die auf den
Austausch einer AS im TLR4 zuriickgefiihrt werden konnte (Hoshino et al. 1999).

Ebenso tolerieren IFNy-Rezeptor defiziente Miuse wesentlich hohere LPS-Dosen als
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die entsprechenden Wildtyp-Tiere. Bei TNFR1 defizienten Tieren ist ebenfalls eine
Toleranz im LPS/D-GalN Modell feststellbar (Nowak et al. 2000; Pfeffer et al. 1993a),

was ein Hinweis auf die zentrale Rolle von TNF in diesem Zusammenhang ist.

1.5.3 Septische Peritonitis

Eine Peritonitis ist definitionsgeméf eine infektids/bakteriell bedingte, meist sekundar
durch endogene Kontamination mit aerob-anaeroben Bakterien der Darmflora nach
Perforation eines Hohlorgans auftretende Entziindung des Peritoneums. Eine septische
Peritonitis liegt vor, wenn im Verlauf eine Dissemination iiber Lymphe und Blut
stattfindet, die Keime sich systemisch ausbreiten und einzelne Organe in

Mitleidenschaft gezogen werden konnen.

Fiir die Darstellung einer septischen Peritonitis im Tiermodel sind viele verschiedene
Modelle untersucht worden, wobei sich die zokale Ligatur und Perforation (CLP) als
eine im Nagetiermodell gut handhabbare Prozedur erwiesen hat, die reproduzierbare
Ergebnisse liefert (Wichterman et al. 1980). Im Verlauf einer subletalen CLP kommt es
dabei zu einem starken Influx von Leukozyten, v.a. neutrophilen Granulozyten und
Monozyten die durch den Kontakt mit den freigesetzten Bakterien, und nachfolgend mit
nekrotischem Gewebe, einen erheblichen Beitrag zu den systemisch messbaren
Zytokinen leisten (Walley et al. 1996). Im weiteren Verlauf kommt es dann zur Bildung
eines Abszesses der nach mehreren Wochen vollstindig resorbiert wird (eigene

Beobachtungen).

Ein weiteres Modell, die Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP) (Zantl et al. 1998),
wird ebenfalls als Modell zur Induktion einer septischen Peritonitis eingesetzt, wobei
jedoch im Krankheits- und Zytokinspiegelverlauf deutliche Unterschiede zur CLP
auftreten (Maier et al. 2004).

1.6 "Immunparalyse"

Die Erstbeschreibung der Immunparalyse geht auf in vitro Experimente mit humanen
Monozyten aus peripherem Blut zurlick, die von Patienten stammten, die nach
Allotransplantation immunsupprimiert waren oder von Patienten mit einer Peritonitis,
deren Ursache ein septischer Focus war (Volk et al. 1991; Volk et al. 1996). An den

Monozyten dieser Patienten konnten diverse phinotypische Abweichungen gezeigt
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werden, wobei eine drastisch reduzierte HLA-DR (human leucocyte antigen MHC
Klasse II) Expression um mehr als 80% als Hauptparameter fiir die Charakterisierung
der Immunparalyse herangezogen wurde. Das derart definierte Phdnomen geht mit
vielfdltigen funktionellen Einschrankungen der Zellen einher, wie beispielsweise einer
verminderten  Antigenprisentation, erniedrigter Bildung reaktiver Sauerstoff-
Intermediate (ROS) und einer nach Stimulus stark reduzierten Kapazitit Zytokine

freizusetzen.

Bei den diesem Phidnomen zu Grunde liegenden Mechanismen wird ein biphasisches
Geschehen postuliert, welches in einem ersten Schritt durch eine hyper-
inflammatorische Phase gekennzeichnet ist, auf die eine hypo-inflammatorische Phase

folgt (Hoflich et al. 2002).

Die hyper-inflammatorische Phase wird dabei als Folge einer Infektion angesehen, die
vom Organismus nicht ausreichend kontrolliert werden kann, systemisch wird und
somit auch eine systemische Entziindungsreaktion hervorrufen kann. Diese
generalisierte Entziindungsreaktion muss jedoch nicht immer infektidsen Ursprungs
sein, sondern kann ebenso auch steril, als Folge massiver Gewebsschddigung nach
Verbrennung, ausgedehnten Operationen oder sonstigen Ereignissen ein SIRS auslosen
(s.oben). Dieser Zustand ist durch eine vermehrte Produktion und Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-1B, IFNy, G-CSF und IL-6 gekennzeichnet,
die systemisch wirksame Konzentrationen erreichen und somit weitere systemische
Entziindungsreaktionen induzieren konnen. Die Produktion von Akut-Phase-Proteinen
in der Leber, Induktion von Fieber und einer neuroendokrinen Stressreaktion im ZNS,
sowie Verdnderungen im Appetitzentrum (Anorexie) sind frilhe messbare Parameter
einer SIRS. Des Weiteren sind eine schnellere Ausreifung und Ausschiittung von
unspezifischen Abwehrzellen (Granulozyten und Monozyten) aus dem Knochenmark
und die Bereitstellung von Energie durch Umschalten der Stoffwechselprozesse von
einer anabolen zu einer katabolen Bilanz im Fett-, Leber- und Muskelgewebe
bedeutsame, detektierbare Parameter einer SIRS. Weitere Effekte, die durch die in
tiberschieBenden Mengen produzierten pro-inflammatorischen Zytokine auftreten, sind
die systemische Vasodilatation, Steigerung der Gefdlpermeabilitdt (Moser et al. 1989)
und Aktivierung des Gerinnungssystems, woraus Volumenmangel, Verbrauchs-

koagulopathie und Multiorganversagen resultieren konnen (s. Diagramm 1-1).
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Die hypo-inflammatorische Phase, die als Folge der gegenregulatorischen MaBBnahmen
des Organismus zur Wiederherstellung der Homdostase verstanden wird, wird ihrerseits
durch die Feisetzung anti-inflammatorisch wirksamer Zytokine und Substanzen
hervorgerufen. Zu den wichtigsten anti-inflammatorischen Zytokinen zihlen IL-4, IL-
10, IL-13 (Di Santo et al. 1997) oder TGF-f, die zu einer Konversion des Phagozytose-
aktivitdts- (Laichalk et al. 1996; Oswald et al. 1992a; Oswald et al. 1992b) und des
Sekretionszustandes (Cassatella et al. 1993; Kasama et al. 1994; Ralph et al. 1992) der
Makrophagen und anderer Immunzellen fithren, und diese somit in ihrer Funktion bei
der Aufrechterhaltung einer Entziindung einschrinken. Ebenso sind Proteine, die
freigesetzte pro-inflammatorische Zytokine binden und somit deren Aktivitit hemmen,
an dieser Gegenregulation beteiligt. Beispiele hierfiir sind der IL1-Rezeptor-Antagonist
(IL-1RA) oder der losliche p75TNF-Rezeptor, der freies und membranstdndiges TNF
bindet und damit, im erstgenannten Fall, zu einer deutlichen Reduktion der
Serumkonzentration beitrdgt (Mannel et al. 2000a; Nawroth et al. 1991; Villa et al.
1995). Wenn die Gegenregulation lidnger anhaltend ist als dies zum erreichen der
Homoostase notwendig ist, kommt der Organismus in der Folge in einen Zustand der
Immunsuppression der in seiner extremsten Auspragung als Immunparalyse bezeichnet
wird. Wahrend der Immunparalyse ist der betroffene Organismus nicht mehr in der
Lage, auf eine Infektion mit einer addquaten Entziindungsreaktion zu reagieren, um die

Infektion entsprechend einzuddmmen und unter Kontrolle bringen zu konnen.
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Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die komplexen Zusammenhinge wéhrend einer Sepsis in
threr Abhédngigkeit von TNF und beiden fiir die Signaltransduktion dieses Zytokines
zustdndigen Rezeptoren, pSSTNFR1 und p75TNFR2, genauer zu untersuchen. Als
Tiermodell fiir die Induktion einer septischen Peritonitis wurde dafiir die zokale Ligatur
und Punktion (CLP) verwendet, um anhand der systemisch nachweisbaren Zytokine
sowie anhand der Immunzellen des Peritoneums den Immunstatus ndher zu
charakterisieren. Der Zeitpunkt zwei Tage nach Induktion einer Peritonitis, der durch
eine verminderte Produktionsfihigkeit fiir Zytokine sowie durch eine gesteigerte
Empfindlichkeit flir bakterielle Infektionen gekennzeichnet ist, stand dabei im Zentrum
dieser Untersuchungen, da sich zu diesem Zeitpunkt eine Sepsis-induzierte

Immunsuppression nachweisen lies.

Die Charakterisierung potentiell protektiver Mechanismen, die trotz der Immun-

Suppression wirksam sind, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit.
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Material und Methoden

2 Material

2.1 Chemikalien und Reagenzien

2'2-Azino-di(3-ethylbenzthiazolinsulfonsdure(6))
(ABTS)

ABTS Substrat Puffer

Actinomycin D

Ampicillin

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform

Dapi

D-Galactosamin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fetales Kélberserum (FCS)
Gentamycin

Giemsa-Staining Modified
IMDM Medium

Ketaminhydrochlorid 5%
Lipopolysaccharid (LPS) von S.a. equi

Lipoteichonsdure (LTA) von S.aureus
May-Griinwald-Staining Modified
MTT (3-(4,5-Diethylthiazol-2yl)-2,5-Diphenyl)

-Tetrazoliumbromid

Penicillin/Streptomycin

Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics,
Mannheim

Boehringer, Mannheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Steinheim
PAN Biotech, Aidenbach
ICN, Meckenheim

Sigma Diagnostics,

St. Louis, USA
GIBCO/Invitrogen,
Karlsruhe

WDTeG Garbsen

Chris Galanos

(Galanos et al. 1979b)
Thomas Hartung, Universitit
Konstanz, Deutschland
Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
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SIGMA 104
Saccharose

Skinman® soft Hindedesinfektionsmittel

Trypanblau
Trypsin-EDTA-Ldsung
Tween 20

Tyrode’s Puffer
Xylazinhydrochlorid 2%

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Ecolab Deutschland GmbH,
Diisseldorf

Sigma Aldrich, Steinheim
Tecnomara, Fernwald
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma Aldrich, Steinheim
WDTeG Garbsen

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen

und hatten den Reinheitsgrad p.a..

2.2 Verbrauchsmaterial , Gerate und Software

ATB nephelometer
Begasungsbrutschrank — Cell Safe

Dry Slide Oxidasetest
Eppendorfcups (1,5 ml / 2ml)
Eppendorf Plastik-Pistille
ELISA Reader
Gewebekulturschalen

Hyperfilm ECL

Inkubatoren

Kryo-Rohrchen

Laminair Flow HB 2448— Sterilbank
Mikroskop

Mikrotiterplatten

Neubauer Zdhlkammer
Polystyrolréhrchen

Reaktionsgefasse

Ultra Turrax

Waagen: Sartorius R160P
Sartorius L2200S

Biomerix, New York, USA

Integra Biosciences, Baar,
Schweiz

Becton Dickinson
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
MWG Biotech, Ebersberg

Becton-Dickinson,
Heidelberg

Amersham, Braunschweig
Heraeus, Hanau

Nunc, Naperville

Heraeus, Hanau

Olympus, Hamburg
Falcon, Heidelberg

Brand, Giessen

Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
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Zeiss Mikroskop
Mikroskop: Zeiss Axiovert S100

Systembetreuung

Metamorph-Software

Zellkulturflaschen (70, 250, 750 ml)

Zentrifugen: Beckmann J2-21 M/E Zentrifuge
Beckmann L-70 Ultrazentrifuge

Tischzentrifuge
Zytospin Zentrifuge
Zentrifugenréhrchen (15, 50ml)

2.3 ELISA-Kits
IL-6

IL-10

TNF

2.4 Antikorper

Ratte-o-maus-TNF mAB Vliq

2.5 Oligodinukleotide
CpG-ODN 1668

2.6 Puffer und Losungen

Beschichtungspuffer fiir ELISA pH 9.2
Blockierlosung fiir ELISA
Blockierlosung fiir ELISA

PBS pH 7,3

Leitz, Wetzlar

Zeiss, Oberkochen
Visitron Systems GmbH,
Miinchen

Universal Imaging Corp.,
West Chester, (USA).

Falcon Heidelberg
Beckmann, Miinchen
Beckmann, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Shandon, Pittsburgh, USA
Falcon, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden

(Echtenacher et al. 1990)

Invitrogen GmbH
Technologiepark Karlsruhe

50mM NaHCO;

0,1% BSA

10% Magermilchpulver
in PBS

137 mM NaCl

6,5 mM Na,HPO,

1,5 mM K,HPO,

2,7 mM KCI
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Waschlosung ELISA

Trypanblau-Losung

Lyselosung fiir Zytozoxizitits-Assey

2.7 Nahrmedien und Nahrboden

2.7.1 Zellkultur
RPMI 1640-Pulvermedium
DMEM

2.7.2 Mikrobiologie
Cetrimid-Agar
Frischblut-Agar

LB Medium
XLD-Agar

Miiller Hinton-Agar
CRYOBANK™

2.8 Zelllinien
1929

2.9 Zytokine
thTNF

2.10 Maus-Stamme

NMRI
C57BL/6 Wild Typ

C57BL/6 TNFR1™

0,05 % (v/v) Tween20 in
PBS

0,15% Trypanblau

150mM NaCl

20% Natriumdodecylsulfat
in PBS

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schiill, Dassel
GIBCO-BRL, Karlsruhe
Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schiill, Dassel
VWR International GmbH,
Darmstadt

Maus—Fibrosarkomlinie

BASF Bioresearch,
Ludwigshafen, Deutschland

Charles River, Sulzfeld
Charles River, Sulzfeld
und Eigenzucht
(Pfeffer et al. 1993a)
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C57BL/6 TNFR2” (Erickson et al. 1994a)
C57BL/6 TNF" (Marino et al. 1997a)

C57BL/6 x SvJ129 Wild Typ

C57BL/6 x SvJ129 TNF”-

2.11 Bakterien

Escherichia coli DH5o+pucgfp

Pseudomonas aeruginosa 103a

Listeria monocytogenes

Salmonella enterica Serovar typhimurium

(ATCC 14028s)
Staphyllococcus aureus

Heiner Korner, Universitat
Erlangen

Lothar Hiiltner GsF,
Miinchen

Lothar Hiiltner GsF,

Miinchen

H.J. Linde, Mikrobiologie
Universitit Regensburg

H.J. Linde, Mikrobiologie
Universitit Regensburg

H.J. Linde, Mikrobiologie
Universitit Regensburg
Pettenkofer Institut,
Miinchen

Thomas Hartung Universitit

Konstanz, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Tierexperimentelle Methoden

3.1.1 Induktion einer experimentellen septischen Peritonitis mittels zokaler
Ligatur und Punktion (CLP)

Alle chirurgisch/operativen Arbeiten sind unter semisterilen Bedingungen durchgefiihrt
worden. Um Infektionen mit exogenen Erregern zu vermeiden, wurden sdmtliche
Gerite sorgfiltig gereinigt und mit 70% Ethanol desinfiziert. Die Arbeitsflichen sind

mit [sopropanol 70% desinfiziert worden.

3.1.1.1 Anisthesie

Fiir die Induktion einer experimentellen septische Peritonitis mittels CLP wurden die
Tiere mit einer intraperitoneal applizierten Injektion von 10ul/g Maus einer sterilen
Losung aus 15% Ketamin 5% (Ketaminhydrochlorid) und 8% Xylazin 2%
(Xylazinhydrochlorid) in PBS anésthesiert .

3.1.1.2 Laparotomie

Nach Feststellung der vollstindigen Anésthesie, mittels Drucktest an der Hinterpfote,
wurden die Tiere auf den Riicken gelegt und der untere ventrale Bereich des Tieres mit
Skinman® soft Handedesinfektionsmittel benetzt und das Fell mittels eines ca. lcm
langen Schnittes entlang der Medianebene aufgeschnitten.

Die Laparotomie erfolgte mittels eines Medianschnittes entlang der Linea alba.
AnschlieBend wurde das Zokum vorsichtig aus der Offnung gezogen und auf ein

zurechtgeschnittenes und desinfiziertes Stiick Parafilm® gelegt.

3.1.1.3 Ligatur und Perforation

Die Ligatur des distalen Teiles des Blinddarmes wurde mittels eines Baumwollfadens
der Starke 0,12 mm durchgefiihrt. Dabei wurde der Verschluss, je nach Intensitdt der
gewliinschten Letalitit (30%-70%), mit einem doppelten Knoten vorgenommen und die

uberstehenden Enden des Fadens entfernt.
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Die nachfolgende Perforation erfolgte durch einen oder mehrere Einstiche in den
abgebundenen Teil des Zokums mit sterilen Kaniilen. Je nach gewiinschtem
Letalitatsgrad sind der bendtigte Durchmesser, bzw. die Anzahl der Locher gewihlt

worden.

3.1.1.4 Verschluss
Nach dem Riickplazieren des Zokums in das Peritoneum sind Bauchdecke und Fell
gemeinsam durch 3-5 Wundklammern 0,5cm verschlossen und die Tiere in frisch

eingestreuten Kéafigen zuriick in den Tierstall verbracht worden.

3.1.2 Induktion einer Primar- und Sekundarinfektion

Primir- und Sekundirinfektionen wurden durch intraperitoneale Applikation von 0,5,
bzw. 1,0 ml der jeweiligen Keime in Medium, bzw. PBS induziert. Fiir die Applikation

wurden handelsiibliche 2ml-5ml Spritzen mit einer 0,4mm Kaniile verwendet.

3.1.3 Stimulierung zur Bestimmung der Induzierbarkeit der Zytokinproduktion

Die Stimulierung erfolgte durch intravendse, retro-orbitale Applikation der jeweiligen
Losung. Dabei wurden die Tiere mit Ether andsthesiert und mit handelsiiblichen 1ml

Spritzen und 0,4mm Kaniilen mit jeweils 200ul behandelt.

3.1.4 Serumgewinnung aus Mausblut

Blut aus Miusen wurde durch retro-orbitales Bluten unter Anidsthesie (Diethylether)
gewonnen. Wenn der Blutentnahme eine Stimulierung vorausgegangen ist, wurden die
Tiere zwischenzeitlich fiir 90 Minuten wieder in ihre Kéfige verbracht. Das Blut wurde
lh bei RT, und anschlieBend iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank gelagert, um
vollstindige Gerinnung zu gewdihrleisten. Am darauf folgenden Tag wurde der
Blutkuchen fiir 5 min bei 10 000 U abzentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde

abgenommen und in 2 ml Eppendorf Violen bei -20°C gelagert.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden in einer Sterilbank (Laminair Flow)
durchgefiihrt. Alle verwendeten Zelllinien bzw. Primirkulturen wurden in
Kulturflaschen oder 6-96-well Zellkulturplatten mit dem angegebenen Medium bei 37C,
5% CO2-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit in einem Begasungsbrutschrank (Cell Safe)
kultiviert. Falls nicht anders angegeben, wurden die Zellen dreimal wochentlich im
Verhiltnis 1:5 geteilt. Medienwechsel oder Waschschritte wurden ausgefiihrt, indem die
Zellen in sterilen Falconrdhrchen 5 min bei 1000 bis 1200 rpm zentrifugiert und

anschlieBend das Zellpellet in der entsprechenden Losung resuspendiert wurde.

3.2.1.2 Zellkulturmedien

Die verwendete Zelllinie L929 wurde in RPMI 1640 mit 10% FCS und Gentamycin (50
ng/ml) kultiviert.

Die gewonnenen Primérzellen (Peritonealzellen) wurden in DMEM-Medium mit 1%

Glucose, 10% FCS und Gentamycin (50 pg/ml) kultiviert.

3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen, die langfristig in fliissigem Stickstoff gelagert werden sollten, wurden zunéchst
bei 1200 rpm pelletiert und in einer Konzentration von ca. 1x10° Zellen/ml in kaltem
Einfriermedium (50% RPMI 1640; 40% FCS; 10% Dimethylsulfoxid) resuspendiert.
AnschlieBend wurden Aliquots zu 1,8ml in Kryo-Réhrchen gefiillt, bei -80°C
tiefgefroren und nach einigen Tagen in fliissigen Stickstoff liberfiihrt.

Sollten tiefgefrorene Zellen erneut in Kultur genommen werden, wurde die
Zellsuspension aufgetaut, in wenig Medium gewaschen und in frisches Kulturmedium

uberfiihrt.

3.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl
Um Zellen in einer definierten Zellzahl in die entsprechenden Kulturgefdfle einzusien,
bzw. um Gesamtzellzahlen aus Peritoneallavage zu bestimmen, wurde mittels

Trypanblau-Ausschlufltest die Anzahl der lebenden Zellen mit Hilfe einer Neubauer-
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Zéhlkammer ermittelt. Dazu wurde eine Zellsuspension in einer sinnvollen (zdhlbaren)
Konzentration mit Trypanblaulosung versetzt. In einer Neubauer-Zihlkammer wurde
die Zahl an lebenden Zellen, die sich nicht durch Trypanblauldsung anfarben lieBen,
mikroskopisch ermittelt.

Die Zellkonzentration wurde folgendermalen berechnet:

Anzahl der Zellen in 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl x 10* / ml

3.2.3 Mycoplasmen-Test

In regelméBigen Abstinden wurden sdmtliche Zelllinien mit Hilfe des Mycoplasma

Detection Kits auf einen Mycoplasmenbefall untersucht.

3.2.4 Gewinnung und Kultur primérer Peritoneal- und Peritonealexsudatzellen
(PEC)

Fiir die Gewinnung der Peritoneal- (PC) und Peritonealexsudatzellen (PEC) wurden
NMRI, C57BL/6 WT, C57BL/6-TNFR1"" bzw. C57BL/6-TNFR2"" Miuse im Alter von
4-8 Monaten verwendet. Die Méuse wurden durch Genickbruch getdtet, das Fell mit
Ethanol (96%) benetzt und nach einem FEinschnitt im unteren Bauchbereich durch
gegenldufiges Ziehen vom gesamten Rumpfbereich abpripariert. Zum Auswaschen der
Peritonealzellen wurde eine 10ml Spritze mit auf Eis gelagertem Medium und eine
0,9mm Kaniile verwendet. Das Medium wurde ziigig mit hohem Druck in das
Peritoneum injiziert, anschlieBend mit den darin befindlichen Zellen moglichst
vollstindig wieder aufgenommen und ohne Kaniile in 50 ml Falcon®Rdhrchen
tiberfiihrt. Im Anschluss sind die Zellen bei 800 rpm 5 Minuten zentrifugiert worden.
Der Uberstand wurde abgesaugt und die als Pellet abgelagerten Zellen in 1ml frischem

Medium resuspendiert und zur Z&hlung vorbereitet.

3.2.5 Zellpraparationen und Farbungen

3.2.5.1 Zytozentrifugenpréparate

Pro Priparat wurden 100 pl Zellsuspension (~10° Zellen/ml in Medium mit 10% FCS)
10 min lang bei 700 rpm (Cytospin®-Zentrifuge) auf Objekttrager zentrifugiert, iiber
Nacht luftgetrocknet, mit verschiedenen Methoden gefdirbt und mit Entellan®
eingedeckelt.
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3.2.5.2 May-Griinwald-Giemsa-Farbung

Die Prédparate wurden zuerst mit konzentrierter May-Griinwald-Losung 4 min lang
gefirbt, kurz abgetropft und dann fiir 6 min in Giemsa-Losung (7% Giemsa in Puffer
nach Weise, pH 7,2) gegengeférbt, anschlieBend 5 min in Weise Puffer gewaschen, an

der Luft getrocknet und mit Entellan eingedeckelt.

3.2.5.3 QuickDiff® Farbung

Schnellfirbung fiir Differentialblutbilder. Die Cytospin® Priparate wurden nach
Herstellerangaben fixiert (10x 5s) und in die jeweiligen Farbstofflosungen fiir den
angegebenen Zeitraum getaucht und geférbt (5s), anschliefend mit demineralisiertem

Wasser gewaschen, luftgetrocknet und mit Entellan® eingedeckelt.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Allgemeine ELISA Methode

In einem ELISA wird das Antigen entweder direkt an eine Mikrotiterplatte gebunden
und iiber einen Antikdrper nachgewiesen, oder man verfihrt nach dem so genannten

Sandwich-Prinzip.

Eine 96 Loch Mikrotiterplatte wird dazu mit dem jeweiligen ,,capture*-Antikorper
beschichtet und anschlieBend werden die noch bindungsaktiven Areale durch eine
proteinhaltige Pufferlosung (0,1%BSA in PBS) fiir unspezifische Bindungen blockiert.
Nach Inkubation mit der antigenhaltigen Probelosung (Serum), bzw. den jeweiligen
Standards und anschlieBendem, sorgfiltigem Waschen der Platte wird das an den
»capture“-Antikdrper gebundene Antigen mit einem zweiten Antikdrper, dem
»detection““-Antikorper, nachgewiesen, wobei dieser mit einem Enzym gekoppelt sein
kann. Bei unmarkierten ,detection“-Antikdrpern verwendet man einen dritten
Antikorper, der den ,,detection“-Antikdrper erkennt und eine Enzymmarkierung tréigt.
Am héufigsten werden Antikorper mit den Enzymen Peroxidase (POX), stammt sie aus
dem Meerrettich wird sie mit ,,HRP* abgekiirzt, bzw. alkalische Phosphatase (AP)
gekoppelt. Biotinylierte Antikdrper werden mit einem Strepavidin-POX- oder
Streptavidin-AP-Komplex nachgewiesen. Die Menge an gebundenem, enzym-
markiertem Antikorper ist der Menge an gebundenem Antigen proportional und wird

iiber den Umsatz eines geeigneten chromogenen Substrates photometrisch bestimmt.
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3.3.2 ELISA zur Quantifizierung von TNF, IL-6 und IL-10

Die Quantifizierung wurde mit den entsprechenden ELISA-Kits nach den Vorschriften
des Herstellers durchgefiihrt. Bei diesen ELISAs liegt das Sandwich-Prinzip zugrunde.
Zur Probenvorbereitung wurde das zuvor gewonnene und bei -20° C gelagerte Serum
aufgetaut und pur, bzw. in der erforderlichen Verdiinnung verwendet. Zur Entwicklung
der ELISAs wurde ABTS gelost in ABTS Puffer verwendet und die Absorption bei 405
nm gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der zum ELISA-reader zugehdrigen

SoftMax® Software.

3.3.3 TNF-Zytotoxizitats-Assay

Um einen konfluenten Zellrasen zu erhalten, wurden 2,5);104 L929-Zellen pro Loch auf
eine 96-Loch-Platte ausgesit und iiber Nacht inkubiert (Volumen 100ul). Das Medium
wurde abgesaugt und die Proben in einer log2-Verdiinnungsreihe titriert. Als Standard
ist ein Zellkulturiiberstand von RAW-Zellen bzw. rekombinantes Maus-TNF verwendet
worden, wobei das erste Loch eine absolut toxische Menge und das letzte Loch kein
TNF enthielt (100% und 0% Wert). Die Randlocher der Platte enthielten keine Zellen
wurden jedoch ebenso wie die anderen behandelt (Mediumkontrolle). Zu den 100ul
Medium im Loch wurden anschlieBend 100pul Actinomycin-D-haltiges Medium
(4pg/ml) zugegeben, um die Proteinbiosynthese zu blockieren. Die Platte wurde 24
Stunden inkubiert. Zur Bestimmung der Lebend-Zellzahl wurde dem Kulturmedium
10ul der MTT-Stammldsung zugesetzt und fiir weitere 4 Stunden inkubiert. MTT wird
von stoffwechselaktiven Zellen aufgenommen und in den Mitochondrien oxidativ
umgesetzt, was zur Bildung eines blauen Farbstoffs fiihrt, dessen Bildung sich somit
proportional zur Viabilitdt verhélt. Der Farbstoff bildet Kristalle, die durch Zugabe von
70ul einer 20%-igen SDS-Losung in Losung gebracht wurden. Die Zugabe von SDS
stoppte gleichzeitig die Reaktion, da auch die Zellen lysiert wurden. Die optische

Dichte des Reaktionsprodukts wurde bei 540 nm vermessen.

3.3.4 Phagozytose Assay
Fir die Bestimmung des Aktivititszustandes der Peritonealzellen wurden GFP-

transfizierte E. coli DH5a., die mit Phenol inaktiviert wurden, verwendet.
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1. Opsonisierung der Bakterien

Die Phenol-inaktivierten Bakterien wurden mit einem dreifachen Uberschuss von
Normalmausserum fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und mit RPMI Medium + 10%

FCS auf Gebrauchskonzentration verdiinnt (1:6)
2. Inkubation der Zellen mit den opsonisierten Bakterien

Die opsonisierten Bakterien werden mit der Peritonealzellsuspension 1:10 verdiinnt und
auf eine Endkonzentration von 10° Zellen/well eingestellt. In einer 12 oder 24 well
Platte werden die Zellen im Brutschrank bei 37° fiir die Dauer von 60 Minuten

inkubiert.
3. Waschen und Fixieren

Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen, um nicht phagozytierte Bakterien zu
entfernen, und mit frisch hergestelltem Paraformaldehyd 4% fiir 5 Minuten fixiert und

anschlieBend mit PBS {iberschichtet und bei 4°C bis zur Weiterverwendung gelagert.

4. Kernfarbung mit DAPI und Analyse im Fluoreszenzmikroskop

3.4 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Alle verwendeten Tiere waren entsprechend der Haltungsvorschriften untergebracht,
hatten einen 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus und erhielten die speziesspezifische

Standarddiit und Leitungswasser ad libitum.

Experimente zur Induktion einer septischen Peritonitis wurden den Richtlinien
entsprechend an NMRI, C57BL/6, C57BL/6-TNF”~ (Marino et al. 1997a), C57BL/6-
TNFR1™ (Pfeffer et al. 1993b), C57BL/6-TNFR2™" (Erickson et al. 1994b), Wildtyp
C57BL/6xSvJ129 und C57BL/6xSvI129-TNF"-Miusen durchgefiihrt. Die C57BL/6 x
SvJ129-TNF”"-Miuse mit den zugehdrigen Wildtypkontrollen wurden von Dr. Lothar
Hiiltner, Institut fiir klinische Molekularbiologie und Tumorgenetik der GSF-Miinchen,
freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Die C57BL/6-TNF” Miuse mit den zugehorigen Wildtypkontrollen wurden von Dr.
Heinrich Koérner vom Interdisziplindren Klinischen Forschungszentrum, Nikolaus-

Fiebiger Zentrum, der Universitdt Erlangen freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Die TNFRI1-, bzw. TNFR2-defizienten Mause wurden im Tierstall des José-Carreras
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Forschungsbaues am Klinikum der Universitit Regensburg mit den zugehorigen
Kontrollen unter konventionellen Tierstallbedingungen gehalten und geziichtet. Die
Zucht erfolgte, entsprechend den Haltungsvorschriften, unter denselben Bedingungen

wie die Haltung.

3.5 Mikrobiologische Methoden

3.5.1 Salmonella enterica Serovar typhimurium ATCC 14028s (S.tm.)

3.5.1.1 Kultur von Salmonella typhimurium (S.tm.)

Fiir sdmtliche Experimente mit S.tm. wurden Aliquots a Iml verwendet die in LB

Medium unter Zusatz von 25% Glycerol bei -80° C gelagert werden.

Nach dem Auftauen wurden die Keime in fliissigem LB Medium unter Zusatz von
Ampicillin (100 pg/ml) in 15 ml Falcon® Roéhrchen 24h bei 37° C auf einer Riittelplatte
bei ~200rpm kultiviert, dann in reines LB Medium iiberimpft und fiir weitere 24h bei
denselben Bedingungen inkubiert. Die Kultur erfolgte in fest verschlossenen Falcon®

Rohrchen und somit unter weitgehend anaeroben Bedingungen.

3.5.1.2 Bestimmung der CFU von Salmonella typhimurium

Nach photometrischer Bestimmung der ungefdhren Zellzahl bei 560nm, sind in logl0
Verdiinnungsreihen (in groBen Volumina; 10ml) die fiir die Experimente erforderlichen
Konzentration hergestellt worden. Von den Dilutionen, die ~10° bzw. 10> CFU/ml
enthalten haben sind jeweils 3 XLD-Ndhrbodenplatten (Xylose-Lysin-Desoxycholat)
mit 100ul Suspension beimpft, und im Brutschrank 24h bei 37°C inkubiert worden. Die
exakte Anzahl koloniebildender Einheiten konnte, auf Grund der Schwarzfirbung

(Identifikation) der Kolonien, direkt abgelesen werden.

3.5.2 Pseudomonas aeruginosa (P.a. 103) and ATCC 27853

3.5.2.1 Kultur von Pseudomonas aeruginosa

Fiir samtliche Experimente mit P.a. wurden Aliquots a 1ml verwendet die in LB
Medium unter Zusatz von 25% Glycerol bei -80° C gelagert werden. Nach dem
Auftauen wurden die Keime in fliissigem LB Medium in 200 ml Schikanekolben 24h
bei 37° C auf einer Riittelplatte bei ~200rpm kultiviert.
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3.5.2.2 Bestimmung der CFU von Pseudomonas aeruginosa

Nach photometrischer Bestimmung der ungefdhren Zellzahl bei 560nm, sind in log10
Verdiinnungsreihen (in groBBen Volumina; 10ml) die fiir die Experimente erforderlichen
Konzentration hergestellt worden. Von den Dilutionen, die ~103, bzw. 10> CFU/ml
enthalten haben, sind jeweils 3 Cetrimid-Ndhrbodenplatten mit 100ul Suspension
beimpft, und im Brutschrank 24h bei 37°C inkubiert worden. Die exakte Anzahl
Koloniebildender Einheiten wurde direkt abgelesen. Die Identifikation erfolgte mittels

DrySlide® Oxidase Test.

3.5.3 Listeria monocytogenes

3.5.3.1 Kultur von Listeria monocytogenes (L.m.)

Fiir sémtliche Experimente mit L.m. wurden Aliquots verwendet die auf CRYOBANK ™
Stammbhaltungs Kulturmedien fiir Mikroorganismen bei -80° C gelagert werden. Die
Keramikkugeln wurden auf Columbia-N&hrbodenplatten mit 5% Frischblut vom Schaf

verbrach,t tiber den Nahrboden gerollt und 24h bebriitet.

3.5.3.2 Bestimmung der CFU von Listeria monocytogenes

Durch Abtupfen einzelner Kolonien und Suspension in 0,9% NaCl-Lésung wurden
Verdiinnungen hergestellt, die in einem ABT Nephelometer auf eine Triibung von 0,5
nach dem MacFarland Index eingestellt worden sind. Dieser Wert entspricht einer
Konzentration von 10° CFU/ml. Daraus sind in Verdiinnungsreihen (1:10), in 2 ml
Volumina, die fiir die Experimente erforderlichen Konzentration hergestellt worden.
Von den Dilutionen, die ~10° bzw. 10*> CFU/ml enthalten haben, sind jeweils 3
Frischblut-Ndhrbodenplatten mit 100ul Suspension beimpft worden und im Brutschrank
24h bei 37°C inkubiert worden. Die exakte Anzahl Koloniebildender Einheiten wurde

direkt abgelesen. Die Identifikation erfolgte mittels f-Hamolyse auf Frischblut-Agar.

3.5.4 Inaktivierung von Keimen

Die Inaktivierung der jeweiligen Keime wurde durch Herstellen einer 1%-igen (V/V)
Losung mit geséttigter, wéssriger Phenollosung durchgefiihrt. Nach Zugabe der
Phenollosung und ausreichender Durchmischung der Suspension wurde diese fiir

mindestens 2h unter gelegentlichem, kriftigem Schwenken bei Raumtemperatur
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inkubiert. Nach der Inaktivierung sind die ,Partikel“ dreimal mit sterilem PBS
gewaschen worden und als Aliquots auf definierte Konzentrationen verdiinnt und bei
-20°C gelagert worden. Die Bestimmung der exakten Keimzahl der urspriinglichen
Kultursuspension erfolgte durch Ausplattieren von 100ul der adédquaten Verdiinnungen
der unbehandelten Kultursuspension auf die jeweilig bendtigten Nahrboden und
Auszédhlen nach 24 h Inkubation bei 37°C. Die Priifung der Sterilitdt der inaktivierten
Suspension erfolgte durch Ausplattieren von 200ul inaktivierter und gewaschener
Suspension auf die jeweilig bendtigten Nihrboden und Uberpriifung der Sterilitit (kein
Wachstum) nach 24 h Inkubation bei 37°C. Fiir alle Zdhlungen sind mindestens drei

Platten verwendet worden.

3.6 Fluoreszenzmikroskopie

3.6.1 Verwendete Filterséatze

Einstellung Anregung Emission Detektion von
FITC 480 +/- 15 nm BP 535 +/- 20 nm BP FITC, GFP, YFP
DAPI 360 +/- 20 nm BP 460 +/- 25 nm BP Dapi, Hoechst 33342

3.6.2 Herstellung der Fixierldsung (Paraformaldehyd 4%0)

Da eine Alkoholfixierung fiir GFP-Analoga nicht geeignet ist, wurde mit einer 4%-igen

Paraformaldehyd-Losung fixiert.

30 ml demineralisiertes Wasser wurden auf 65°C erhitzt und nach Zugabe von 2g
Paraformaldehyd (Abzug!) tropfenweise mit 10N NaOH versetzt, bis sich die Losung
geklart hat. Nach Zugabe von 16,6 ml 3xPBS wurde die Losung auf Raumtemperatur
abgekiihlt und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Dann wurde die LoOsung mit

demineralisiertem Wasser auf 50ml eingestellt, aliquotiert und bei -20°C weggefroren.
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3.7 Statistik

Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede in Zytokin-Produktionsfihigkeit wurden mit dem Mann-
Whitney U Test bestimmt. In Uberlebensexperimenten wurden die Uberlebenskurven

nach Kaplan-Meier mit dem log-rang Test auf signifikante Unterschiede untersucht.
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Ergebnisse

4 Serum-Zytokinspiegel und Zytokin-
Produktionsfahigkeit

4.1 Charakterisierung der CLP-Induzierten Immunsuppression
anhand der Zytokinprofile

4.1.1 Kinetik der Serum-Zytokinspiegel nach CLP

Um ein Bild iiber den Verlauf der septischen Peritonitis in dem verwendeten CLP-
Modell auf der Ebene der Serum-Zytokinspiegel zu bekommen, wurden Gruppen von
Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten operiert. Wahrend der ersten 24 Stunden wurde
alle zwei Stunden und wihrend der folgenden 6 Tage alle 24 Stunden Blut
abgenommen. Die gewonnenen Seren wurden vereinigt und die TNF, IL-6 und IL-10
Werte bestimmt. Aus dem Verlauf zeigt sich deutlich, dass wihrend der ersten Stunden
nach dem Eingriff alle drei Zytokine ein Maximum zwischen vier und acht Stunden
aufweisen und danach wieder stark abfallen (Abb. 4-1A). Der weitere Verlauf ist in
Abb. 4-1B dargestellt. Dabei ist fiir TNF ein Maximum an Tag eins mit einem
nachfolgenden Absinken bis zu einem Minimum an Tag drei und einem anschliefenden
Wiederanstieg feststellbar. Die IL-10 Serumspiegel lagen wéihrend des gesamten

Zeitraumes, mit Ausnahme des 4-Stunden-Wertes, unterhalb der Nachweisgrenze.
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Abb. 4-1 Serum-Zytokinkonzentrationen von Mausen nach Durchfiihrung einer
subletalen CLP. A) wihrend der ersten 24 Stunden n=4 Tiere pro Zeitpunkt.
B) wihrend der folgenden 6 Tage n=3 pro Zeitpunkt.

4.1.2 Kinetik der LPS-induzierten Serum-Zytokinspiegel nach CLP

Die Freisetzung von Zytokinen nach LPS-Stimulierung dient in dem vorliegenden
Modell als Simulation einer bakteriellen Infektion und soll die Bereitschaft eines
Organismus zur Produktion der ausgewdhlten Zytokine, die am Infektions- und
Entziindungsgeschehen beteiligt sind, widerspiegeln (Chensue et al. 1991). Um den
zeitlichen Verlauf dieser Zytokin-Produktionsfahigkeit darzustellen, wurde der gleiche

Versuchsansatz, wie in 4.1.1 beschrieben, gewéhlt.

Die Produktionsfahigkeit nach LPS-Stimulierung wéhrend der ersten 24 Stunden (Abb.
4-2A) gestaltet sich im Vergleich zu den Serumspiegeln uneinheitlich. Wiahrend die
TNF-Produktionsfahigkeit kurz nach dem Eingriff deutlich reduziert ist und sich erst
nach 14 Stunden wieder erholt, um dann wiederum drastisch abzufallen, ist diejenige
von IL-6 und IL-10 in diesem Zeitraum zuerst leicht erhoht und féllt dann ebenfalls ab.
Der fiir diese Arbeit wichtigere Zeitrahmen ist in Abb. 4-2B dargestellt. Die deutlich

verminderte Zytokin-Produktionsfdhigkeit, vor allem an Tag zwei nach CLP, ist fiir alle



4 Serum-Zytokinspiegel und Zytokin-Produktionsféhigkeit 43

gemessenen Zytokine evident. Der Zeitpunkt t=0 stellt die Werte fiir die Kontrollen dar,
wobei Tiere ohne vorherige CLP die gleiche Menge LPS (1ug/Tier) erhielten und nach

90 Minuten Blut abgenommen wurde.
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Abb. 4-2 LPS induzierte Zytokin-Produktionsfahigkeit nach subletaler CLP.
A) Zytokin-Produktionsfahigkeit zwischen t=0 (Kontrolle) und t=24h n=3 pro
Zeitpunkt. B) Zytokin-Produktionsféhigkeit an Tag eins bis Tag sieben t=0
(Kontrolle) n=3 pro Gruppe. Kreise markieren Tag 2, der als Zeitpunkt der
max. "Immunparalyse" betrachtet wird.

4.1.3 Generalisierte Zytokin-Produktionsfahigkeit

Um allgemeingiiltigere Aussagen iliber das Unvermogen eines Organismus mit der
Produktion von Entziindungsmediatoren auf einen sekundiren Stimulus nach einem
primdren  septischen Ereignis treffen 2zu konnen, wurde die Zytokin-
produktionsfdhigkeit 48 Stunden nach subletaler CLP auf verschiedene Stimuli hin
untersucht. In dem Versuchsansatz sind drei bakterielle Substanzen verwendet worden,
die von entsprechenden Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) erkannt werden und die
stimulierten Zellen veranlassen, Entziindungsmediatoren und Zytokine freizusetzen.

Lipopolysaccharid (LPS von Salmonella abortus equi, 10pg/Tier) wurde als
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Modellsubstanz fiir Gram-negative Keime eingesetzt. Lipoteichonsdure (LTA von
Staphylokokkus aureus, 60ug/Tier) als Modellsubstanz fiir Gram-positive Bakterien und
CpG-ODN 1668 (40pg/Tier), eine synthetisch hergestellte bakterientypische,
unmethylierte Oligodeoxiribonukleotid-Sequenz, von der bekannt ist, dass sie
Immunzellen stirker stimuliert als das natiirliche Analogon (Lipford et al. 1998;
Sparwasser et al. 1998) diente als Modellsubstanz fiir bakterielle Infektionen allgemein.
In Abb. 4-3A sind alle Substanzen vergleichend dargestellt. LPS ist die potenteste der
drei untersuchten Substanzen. Der Effekt ist jedoch auch bei den beiden anderen
Substanzen, wenn auch z.T. nur als Tendenz, feststellbar. Um dies zu verdeutlichen,
sind in Abb. 4-3B nochmals LTA und CpG im Vergleich dargestellt. Im Ergebnis wird
deutlich, dass das als "Immunparalyse" bezeichnete Phidnomen nicht nur bei der
Auseinandersetzung mit Gram-negativen Keimen auftritt, sondern, wenn auch bei
weitem nicht so deutlich ausgepridgt, durch andere Pattern Recognition Molecules

(PRMs) vermittelt werden kann.
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Abb. 4-3 Zytokin-Produktionsfahigkeit nach Stimulierung mit verschiedenen
Bakterien- spezifischen Substanzen. A) Vergleich von LPS (10ug/Tier),
LTA (60ug/Tier) und CpG 1668 (40ug/Tier) (L) Kontrolle n=4-5 pro
Gruppe; (l)Tiere nach CLP n=4-5 pro Gruppe. B) Gleiche Darstellung im
direkten Vergleich der beiden schwicher wirksamen Substanzen LTA und
CpG 1668 aus den oben abgebildeten Graphen. * p< 0,03; ** p<=0,01
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5 Etablieren des "Immunparalyse' Modells in
C57BL/6 Mausen

5.1 Etablieren des CLP Modells in C57BL/6 Mausen

Das Nagetiermodell zur Induktion einer septischen Peritonitis, die zokale Ligatur und
Punktion (CLP), das am Institut fiir Immunologie zur Untersuchung septischer Zustdnde
eingesetzt wurde, war zu Beginn meiner Arbeit fiir den Maus-Auszuchtstamm NMRI
bereits etabliert und wurde auf den C57BL/6-Mausstamm {ibertragen. Die Etablierung
des Modells in diesem Inzuchtstamm war notwendig, da die spéter zu untersuchenden
TNF- und TNF-Rezeptor-defizienten Tiere auf diesen genetischen Hintergrund

zuriickgeziichtet worden sind.

5.1.1 Letale und subletale CLP in C57BL/6 M&usen

Zu der letalen sowie der subletalen CLP in C57BL/6 kann gesagt werden, dass eine
subletale (Abb. 5-1A) ebenso wie eine letale (Abb. 5-1B) CLP in C57BL/6 Tieren
durchgefiihrt werden kann und dass zwischen mannlichen und weiblichen Tieren kein
signifikanter Unterschied beziiglich der Sensibilitdt besteht. Die Prozedur kann nach
demselben Modus wie bei NMRI Tieren durchgefiihrt werden. Eine Modifikation
betrifft dabei ausschlielich die Dosierung des Anédsthetikums, das bei C57BL/6 um ca.

10% reduziert werden kann.



5 Etablieren des "Immunparalyse" Modells in C57BL/6 Méusen 47

A) B)

100 — e — — & — o — 100 ——

v 1y
—— ¢ — -

80 + 80 —3
S S
- 60 - 60 —— —o — 0o —o -
() ()
Ko} Ko}
Qo Qo
@ 9] 4
2 40~ 2 a0 v v
D D

20 4 20 v——

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Zeit (Tage) Zeit (Tage)

Abb. 5-1 Letale und subletale CLP in C57BL/6 Mausen. A) subletal (Ligatur 30%;
& Punktion 1x0,4mm) (@) weibliche Tiere n=8 (V) méannliche Tiere n=11.

B) letal (Ligatur 40%; & Punktion 1x0,7mm) (V) ménnliche Tiere n=5; (@)
weibliche Tiere n=5.

5.1.2 Vergleich der Zytokin-Produktionsfahigkeit in NMRI und C57BL/6
Mausen

Um die Ubertragbarkeit der Daten, hinsichtlich der Zytokin-Produktionsfahigkeit, die in
NMRI-Miusen generiert worden waren, im C57BL/6-Stamm zu iiberpriifen, wurde in
C57BL/6- und in NMRI-Méusen subletale CLP durchgefiihrt und 48 Stunden nach der
CLP LPS-induzierte Zytokinspiegel im Serum gemessen. Abb. 5-2A fiir NMRI- und
Abb. 5-2B fiir C57BL/6-Miuse zeigt, dass beide Mausstimme hinsichtlich ihrer
Reaktivitdt auf LPS-induzierte Zytokin-Produktionsfahigkeit ein nahezu identisches
Muster aufweisen. Die IL-6-Werte sind in Serum-Pools gemessen worden und weisen
daher keine Standardabweichungen auf. Die Vergleichbarkeit und Ubertragbarkeit der
Daten ermoglicht a) die Verwertung von Daten, die in Vorversuchen zustande

gekommen sind, und b) den Einsatz von NMRI-Méusen fiir Versuche bei denen viele

Tiere erforderlich sind.
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Abb. 5-2 Vergleich der Zytokin-Produktionsfahigkeit in NMRI- und C57BL/6-
Mausen. A) NMRI n > 5 pro Gruppe. B) C57BL/6 n > 5 pro Gruppe.
**p<0,008; *p<0,016

5.2 Bestimmung der LDs, fir Salmonella typhimurium in C57BL/6
Mausen

Fiir eine Superinfektionen zwei Tage nach CLP wurde in den meisten Experimenten
Salmonella enterica Serovar Typhimurium (S.tm., ATCC 14028s) verwendet. Bei S.tm.
handelt es sich um einen Gram-negativen, fakultativ intrazelluldr und fakultativ anaerob
wachsenden Erreger mit hoher Pathogenitit fiir Méause. Auf Grund einer Mutation im
nrampl Allel, die zum Verlust der Funktionalitit eines Transporters fiir bivalente
Kationen auf Makrophagen und neutrophilen Granulozyten gefiihrt hat (Vidal et al.
1996), sind C57BL/6-Mause besonders empfindlich fiir S.tm. Infektionen. Daher musste
die exakte LDsp in einer Primdrinfektion festgestellt werden bevor S.tm. in einer
Superinfektion eingesetzt werden konnte. Als LDs, fiir NMRI-Maiuse ist (abhéngig von
Alter und Gewicht) eine Anzahl zwischen 10* und 10° CFU pro Tier bestimmt worden.
In den Experimenten zur Dosisfindung in C57BL/6-Mausen wurden daher CFU-Werte

<<10* zur Induktion einer Primirinfektion eingesetzt. Die Werte, die zur Induktion
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einer subletalen Primdrinfektion mit S.tm. in C57BL/6-Méusen bestimmt wurden, lagen

(ebenfalls abhingig von Alter und Gewicht) bei 5-25 CFU/Tier (Abb. 5-3).
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Abb. 5-3 Primarinfektion mit S.tm. A) 5 CFU/ 500ul (@) weibliche Tiere n=5;
(V) ménnliche Tiere n=5. B) 50 CFU/ 500ul (@) weibliche Tiere n=5;
(V) méannliche Tiere n=5. C) 500 CFU/ 500ul (@) weibliche Tiere n=5;
(V) ménnliche Tiere n=5.

5.3 "Immunparalyse™ in C57BL/6-Mausen

Die gesteigerte Anfilligkeit fiir Superinfektionen zwei Tage nach einer subletalen CLP
konnte basierend auf den in 5.1 und 5.2 dargestellten Ergebnissen auch fiir C57BL/6-
Mause gezeigt werden (Abb. 5-4). Die Tests an beiden Geschlechtern waren notwendig,
um festzustellen, ob geschlechtsspezifische Unterschiede bestehen. Die gefundenen
Ergebnisse lassen keine relevanten Unterschiede zwischen weiblichen und ménnlichen
Tieren erkennen, womit beide Geschlechter fiir die Versuche eingesetzt werden konnen.

Die Experimente wurden jeweils mit Tieren gleichen Geschlechtes durchgefiihrt.
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Abb. 5-4 "Immunparalyse’ in C57BL/6-Mdausen. A) mannlich; (O) subletale CLP

n=7; (@) Infektion mit S.tm. 10 CFU/500ul n=7; (V) subletale CLP +
Infektion mit S.tm. 10 CFU/500ul nach zwei Tagen n=7. B) weiblich; (O)

subletale CLP n=4; (@) Infektion mit S.tm. 5 CFU/500ul n=5; (V) subletale
CLP + Infektion mit S.tm. 5 CFU/500ul nach zwei Tagen n=5
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6 CLP in gentechnisch modifizierten Tieren

6.1 Uberleben von TNF-, TNFR1- und TNFR2-defizienten Mausen
nach CLP

Da TNF eine zentrale Rolle im Entziindungsgeschehen spielt und TNF- und TNF-
Rezeptor-defiziente Tiere eine generell erhohte Anfélligkeit fiir Infektionen aufweisen
(Kaufmann 1994; Marino et al. 1997a; Peschon et al. 1998; Pfeffer et al. 1993b), musste

die Uberlebensfihigkeit der einzelnen Mauslinien in der CLP geklért werden.

Wie in Abb. 6-1 gezeigt, ist das Uberleben einer subletalen CLP dem Wildtyp C57BL/6
in TNFRI1-, TNFR2- und TNF-defizienten Méusen mit dem gleichen genetischen

Hintergrund vergleichbar.
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Abb. 6-1 Subletale CLP in TNF-, TNFR1- und TNFR2-defizienten Mausen.
(O) C57BL/6 n=7; (¥) TNFR1-/- n=6 ; (A) TNFR2-/- n=5; (0) TNF-/- n=4.

6.2 Zytokin-Produktionsfahigkeit nach CLP in TNF-, TNFR1- und
TNFR2 defizienten M&usen

Nachdem hinsichtlich Uberlebensfihigkeit nach einer subletalen CLP die verschiedenen
Mauslinien keinen Unterschied aufweisen, wurde in allen drei gentechnisch

modifizierten Mauslinien, sowie in den zugehdrigen Wildtyp-Stdmmen, nach zwei
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Tagen die LPS-induzierten Serum-Zytokinspiegel bestimmt. Der Gehalt an TNF, IL-6
und IL-10 wurde in TNFR1- und -2 defizienten Méusen (Abb. 6-2A), sowie IL-6 und
IL-10 in TNF-defizienten Mdusen (Abb. 6-2B) bestimmt. Am zweiten Tag nach CLP
waren die Zytokine in allen drei Mauslinien signifikant reduziert. In Abb. 6-2B sind die
Einzel-Seren vor der Messung vereinigt worden, daher sind die Werte ohne

Standardabweichungen dargestellt.
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Abb. 6-2 LPS-induzierte Zytokin-Produktionsfahigkeit 48 Stunden nach CLP.
A) TNF, IL-6 und IL-10 Serum Konzentrationen in TNFR1- und TNFR2-
defizienten Tieren und wt C57BL/6 (LJ) ohne CLP (n=6-8 pro Gruppe;
(M) CLP (n=6-8 pro Gruppe. B) IL-6 und IL-10 Serum Konzentrationen in
TNF-defizienten und wt C57BL/6 Tieren ([]) ohne CLP n=3 pro Gruppe;
(H) CLP n=3 pro Gruppe. * p<0,04 ; ** p<0,004.

6.3 Serum-Konzentrationen von LPS-bindendem Protein (LBP)

Um auszuschlieBen, dass es sich bei dem beobachteten Phdnomen der reduzierten
Zytokin-Produktionsfahigkeit zwei Tage nach subletaler CLP um einen Verbrauch des
Serumproteins LPS-bindendes-Protein (LBP) handelt, was infolge unzureichender

Detektions- und Signal-Transduktionsfahigkeit den oben genannten Effekt zur Folge
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haben konnte, wurde von wt C57BL/6 , TNFR1- und TNFR2-defizienten Tieren zwei
Tage nach CLP Serum gewonnen und mittels Sandwich-ELISA auf LBP getestet. Aus
den gemessenen Werten wird deutlich, dass der Verbrauch von LPB als Ursache der
reduzierten Zytokin-Produktionsfdhigkeit nicht in Frage kommt, da, wie in Abb. 6-3
dargestellt die Serumspiegel in allen untersuchten Mauslinien nach CLP deutlich erhoht

waren.

* *% 1 Ctr
I CLP

**

LBP (ug/ml)

wt TNFR 17" TNFR 27"

Abb. 6-3 LBP-Serum-Konzentration. wt C57BL/6 (L) ohne CLP n=4 pro Gruppe;
(H)nach CLP n=5 . TNFR1- und TNFR2-defiziente Tiere (1) ohne CLP
n=>5 pro Gruppe; () nach CLP n=6 pro Gruppe. * p< 0,016; ** p<0,005.

6.4 Primarinfektion mit S.tm.

Die Tatsache, dass TNFR1- und TNF-defiziente Miuse eine erhohte Mortalitétsrate fiir
bakterielle Infektionen mit diversen Keimen aufweisen, wurde mehrfach beschrieben
(Rothe et al. 1993b; Vazquez-Torres et al. 2001) und konnte hier fiir S.tm. bestitigt
werden. Fiir die TNF-defizienten Miuse auf gemischtem genetischen Hintergrund
(Abb. 6-4A) wurden im Experiment 1,25x10° CFU S.tm. eingesetzt, da sie durch den
SvJ129 Anteil heterozygot fiir nrampl sind und somit die LDsy deutlich hoher liegt als
bei den Tieren auf reinem C57BL/6 Hintergrund. Die Anzahl CFU in Abb. 6-4B wurde

entsprechend den zuvor bestimmten LDsop-Werten fiir den C57BL/6 Stamm eingesetzt
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und betrigt in diesem Experiment 10 CFU. In beiden Fillen ist ein besseres Uberleben
der wt-Méuse verglichen mit den Gen-defizienten Tieren feststellbar, wenngleich im
Fall der TNFRI1”-Linie kein statistisch signifikanter Unterschied (p>0,09) bestimmt
werden konnte. Fiir die TNFR2-defiziente Zuchtlinie (Abb. 6-4C) fillt dieser

Unterschied mit p=0,214 noch geringer aus.
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Abb. 6-4 Primarinfektion mit S.tm. A) TNF-defiziente (V)(n=7) und wt SvJ129 x
C57BL/6 (@)(n = 5) wurden mit 1,25x10°> CFU i.p. infiziert p=0,0018 B)
TNFR1” (V)(n = 6) und zugehorige wt C57BL/6 (®)(n="7) wurden mit
10 CFU i.p. infiziert p= 0,092. C) TNFR2"(V)(n = 5) und zugehérige wt
C57BL/6 (@)(n = 8) wurden mit 10 CFU i.p. belastet und die Uberlebenszeit
bestimmt. p=0,214.

6.5 Bakterielle Superinfektion nach CLP in TNF- und TNF-Rezeptor-
defizienten Mausen

6.5.1 Sensitivitat von TNF-defizienten Mausen und dem entsprechenden Wildtyp
far Superinfektion mit S.tm.

Dass eine erhohte Anfilligkeit fiir bakterielle Superinfektionen mit S.tm. oder L.m.
intraperitoneal bzw. P.aeruginosa intranasal appliziert zwei Tage nach einer subletalen
CLP besteht, konnte schon mehrfach fiir verschiedene Mausstimme gezeigt werden
(Echtenacher et al. 2003) und lédsst sich auch in C57BL/6-Mausen fiir S.tm. und L.m.
zeigen. P.aeruginosa als intranasal applizierter Keim fiir die Superinfektion konnte in
C57BL/6 Mausen nicht verwendet werden, da schon das zur Applikation erforderliche

Fliissigkeitsvolumen den Tod von iiber 60% der Versuchstiere zur Folge hatte.

Um die Rolle von TNF fiir Superinfektionen zu untersuchen, wurden

Superinfektionsexperimente in TNF-defizienten Maiusen durchgefiihrt und die



6 CLP in gentechnisch modifizierten Tieren 55

Uberlebenszeit bestimmt. Das in Abb. 6-5A dargestellte Ergebnis mit Wildtyp-
SvJ129xC57BL/6 entspricht dem in Vorversuchen ermittelten Ergebnis, d.h. einer
signifikant verkiirzten Uberlebens-Wahrscheinlichkeit einer Superinfektion nach
vorausgegangener CLP (p=0,0184). Im Gegensatz dazu stehen die in Abb. 6-5B
dargestellten Daten, bei denen eine signifikante Verldngerung der Uberlebenszeit in
TNF-defizienten Maéuse nach einer Superinfektion nach CLP gefunden wurde

(p=0,0009).
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Abb. 6-5 Sensitivitat fiir Superinfektion mit S.tm. in TNF"* und TNF” zwei Tage
nach subletaler CLP. 1,25x10° CFU. (O) CLP;(V) CLP + S.tm.;('¥) nur
S.tm.. A) wt SvJ129 x C57BL/6 n=5 pro Gruppe ; p=0,0184. B) TNF-
defiziente Méuse n=5 fiir CLP (O), n=7 fiir S.tm. (¥) und n=6 fiir CLP +
S.tm. (V); p=0,0009.

6.5.2 Sensitivitdt von Mausen, die mit anti-TNF-Antikorper behandelt worden
sind

Da in 6.5.1 in Abwesenheit von TNF Schutz vor einer Superinfektion nach CLP
gefunden wurde, kommt diesem Zytokin eine wichtige Rolle in diesem Kontext zu. Im
nachfolgenden Experiment ist der Versuch unternommen worden, TNF-Defizienz durch
Behandlung mit monoklonalen Antikérpern gegen Maus-TNF zu erzeugen. Dazu wurde
ein anti-Maus-Antikorper verwendet, der Maus-TNF in vivo sehr effektiv neutralisiert
(Echtenacher et al. 1990). Trotz mehrfacher Applikation hoher Dosen dieses
Antikorpers konnte keine Wirkung erzielt werden, die die Verhéltnisse in Tieren

widerspiegelt, bei denen TNF genetisch eliminiert worden ist. Wie in Abb. 6-6
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dargestellt, tritt eine "Immunparalyse" in vergleichbarer Weise auf wie dies in wt Tieren
der Fall ist. Als Ergebnis muss somit festgestellt werden, dass TNF-Defizienz in diesem

Modell nicht durch Applikation von monoklonalen aomTNF-Antikorpern generierbar

ist.
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Abb. 6-6 Sensitivitat fur Superinfektion mit S.tm. nach Behandlung mit anti-
Maus- TNF. Alle Mause wurden an Tag 0 mit 25ug und an Tag 1 und Tag 2
mit jeweils 20pg anti-TNF pro Maus behandelt, sowie mit 10* CFU S.tm. i.p.
an Tag 2 belastet. (O) CLP Kontrolle n=3 (keine S.tm.) . (V) CLP + S.tm.
n=4 und (V) nur S.tm. n=4.

6.5.3 Sensitivitdit von TNFR1- und TNFR2-defizienten Mausen fur
Superinfektion mit S.tm.

Um den in 6.5.1 dargestellten, unerwarteten Befund zu bestitigen und den
hauptsdchlich dafiir verantwortlichen Signalweg zu charakterisieren, wurde das
Versuchsprotokoll aus 6.5.1 (Modifikation 10 CFU statt 10°) in den beiden TNFR-
defizienten Mauslinien durchgefiihrt. Im Ergebnis zeigt sich erneut die erhohte
Empfindlichkeit fiir eine Superinfektion im C57BL/6-Wildtyp (p=0,0019) (Abb. 6-7A).
Im Gegensatz dazu ist in den TNFR1-defizienten Mausen (p=0,047) (Abb. 6-7B) ein
besseres Uberleben nach CLP, dhnlich wie in TNF-defizienten Miusen, festzustellen. In
Abb. 6-7C ist der Verlauf in TNFR2-defizienten Mausen dargestellt. Dabei ist weder
erhdhte Sensibilitit, noch Schutz in der Superinfektion in TNFR2" feststellbar. Die
erhohte Mortalitdtsrate der TNFR2-defizienten CLP-Gruppe ist in vergleichbaren

Experimenten nicht aufgetreten.
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Abb. 6-7 Empfindlichkeit fur Superinfektion mit S.tm. (O)CLP; (V) CLP +
S.tm.(10 CFU);(¥) S.tm.(10CFU) A) wt C57BL/6 CLP und S.tm. n=5; CLP
+S.tm. n=6. p=0,0019. B) TNFR1” n=6 fiir alle Gruppen. p=0,047. C)
TNFR2"" n=7 fiir alle Gruppen p=0,945. 10 CFU pro Tier fiir alle Gruppen.

6.5.4 Sensitivitat von TNFR1-und TNFR2-defizienten M&usen fiir Superinfektion
mit L.monozytogenes

Die Verwendung von S.typhimurium als Belastungskeim fiir die "Immunparalyse" hat
sich wegen der Pathogenitét fiir Mduse als Infektionsmodel fiir eine Superinfektion mit
Gram-negativen Keimen gut bewidhrt. Da auch Substanzen wie LTA die Zytokin-
Produktionsfdahigkeit nach CLP herabsetzen, wie in Abschnitt 4.1.3 gezeigt, liegt die
Folgerung nahe, dass der Zustand der erhohten Sensitivitdt fiir Superinfektionen nach
CLP ecbenso fiir Gram-positive Keime Giiltigkeit hat. Zur Uberpriifung dieser
Fragestellung wurde L.monozytogenes als Vertreter der Gruppe der Gram-positiven
Keime fiir Superinfektion nach CLP verwendet. Abb. 6-8A zeigt, dass eine gesteigerte
Sensitivitét fiir Superinfektionen zwei Tage nach CLP auch bei dem gewaéhlten Gram-
positiven Keim, L.monozytogenes, auftritt. Die beiden TNF-Rezeptor-defizienten
Mauslinien (Abb. 6-8B und C) zeigen im Gegensatz zum Salmonella-Modell einen
vergleichbaren Verlauf mit erhohter Empfindlichkeit fiir L.monozytogenes

Superinfektionen.
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Abb. 6-8 Empfindlichkeit fir Superinfektionen mit L.m. Die Tiere wurden mit einer
subletalen CLP vorbehandelt und nach 48 Stunden i.p. mit 2x10° CFU
L.monozytogenes belastet. A) wt C57BL/6: (O) CLP-Kontrolle n=6; (V)
L.monozytogenes n=7 und (V) CLP + L.monozytogenes. n=7. B) TNFR1"":
(O) CLP-Kontrolle n=5; (¥)L.monozytogenes n=6 und (V) CLP +
L.monozytogenes n=6. C) TNFR2": (O) CLP-Kontrolle n=5; (V)
L.monozytogenes n=6 und (V') CLP + L.monozytogenes n=6.
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7 Peritonealzellen

Peritonealzellen, die die unmittelbar betroffene Zellpopulation in diesem Modell
darstellen, waren Gegenstand der Untersuchungen in den folgenden Experimenten.
Dabei wurden die Gesamtzahl, die Zusammensetzung und die Phagozytoseaktivitdt der
Peritonealzellen bestimmt, um zu kldren, ob diese Faktoren fiir die Unterschiede
beziiglich der verdnderten Empfindlichkeit flir Superinfektionen mit S.tm. in den

verschiedenen Mauslinien in Frage kommen.

7.1 Anzahl von Peritonealzellen zwei Tage nach CLP
Fiir die Durchfiihrung der folgenden Experimente wurde an TNFRI- und TNFR2-

defizienten Tieren eine subletale CLP vorgenommen. Nach 48 Stunden wurde in der
Peritoneallavage die Gesamtzahl der Zellen ermittelt. Abb. 7-1A zeigt die Zellzahlen
der Peritonealzellen von unbehandelten gesunden Tieren der drei Mauslinien. Die
Streuung sowie die Gesamtzahl sind in den einzelnen Mauslinien vergleichbar. Der
Zustand 48 Stunden nach CLP ist in Abb. 7-1 B dargestellt und zeigt, dass nach dem
Eingriff die Gesamtzellzahl sich etwa um den Faktor 10 erhoht hat, wobei ebenfalls

kein Unterschied zwischen den einzelnen Mauslinien feststellbar war.
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Abb. 7-1 Gesamtzahl der Peritonealzellen A) unbehandelte Kontrolltiere (O) n=5 fiir
wt C57BL/6 und TNFR2™ und n=4 fiir TNFR17". B) 48 Stunden nach CLP
(V) n=5 fiir wt C57BL/6 und TNFR2"" und n=4 fiir TNFR1"".

7.2 Zusammensetzung der Peritonealzellen nach CLP

Wie in Abb. 7-1 gezeigt, ist der Unterschied nicht in der Gesamtzahl der
Peritonealzellen begriindet. Daher wurde die Zusammensetzung der Peritonealzellen in
den verschiedenen Mauslinien untersucht. In Abb. 7-2 sind die Mittelwerte der
einzelnen Zellpopulationen von jeweils 4-5 Tieren pro Gruppe dargestellt. In Tabelle
7-1 sind die Werte und die zugehorigen Standardabweichungen in tabellarischer Form
dargestellt. Als Ergebnis kann festgehalten werden, dass auch die Zusammensetzung
der Peritonealzellen in den einzelnen Mauslinien nicht unterschiedlich ist und somit

auch nicht fiir das bessere Uberleben nach CLP ursichlich sein kann.
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Abb. 7-2 Zusammensetzung der Zellpopulation im Peritoneum nach CLP. A), B)
und C) Auszdhlung der Peritoneallavage zwei Tage nach CLP aus Tieren der
jeweiligen Mauslinie n= 4-5 pro Gruppe.

Mauslinie C57BL/6 TNFR1" TNFR27"

Zelltyp M® | Mast. | PMN | M® | Mast. | PMN | M®d | Mast. | PMN

CLP (%) 625 | 025 | 3725 | 615 | 0,75 | 37,75 | 48,4 | nd. | 516
+434) 05 |+434| +3,1 | £1,5 | +434|+783| - |+7.83

Tabelle 7-1 Darstellung der Mittelwerte der Zellpopulation in den jeweiligen
Mauslinien nach CLP n=4-5 pro Gruppe mit zugehorigen
Standardabweichungen.

7.3 Phagozytoseaktivitat von Peritonealzellen nach CLP
Nachdem die Zellzahl (Abb. 7-1) sowie die Zusammensetzung (Abb. 7-2) keine

signifikanten Unterschiede aufwiesen, wurde die Bestimmung der Phagozytoserate der
Peritonealzellen als weitere mogliche Ursache fiir den oben beschriebenen Effekt
untersucht. In Abb. 7-3 ist der prozentuale Anteil Phagozytose-positiver sowie
Phagozytose-negativer Peritonealzellen von unbehandelten sowie CLP-behandelten
Maiusen dargestellt. In den beiden untersuchten Mauslinien ist nach CLP eine reduzierte
Phagozytoserate erkennbar, wohingegen in den Kontrollen die TNFR1-defizienten Tiere

eine tendenziell (p=0,1) erh6hte Phagozytoserate aufweisen.
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Abb. 7-3 Anzahl der Zellen mit phagozytierten GFP-markierten E.coli.

(M) Phagozytose-positive Zellen (n=3) zwei Tage nach CLP
(1) Phaozytose-negative Zellen (n=3) zwei Tage nach CLP.
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8 Induktion einer Immunsuppression durch
Entzindungs-Stimuli

Zusammenhdnge zwischen reduzierter Zytokin-Produktionsfiahigkeit und dem
beobachteten Phidnomen einer erhdhten Empfindlichkeit fiir bakterielle Super-

Infektionen sind im Folgenden Abschnitt untersucht worden.

8.1 Bestimmung der Zytokin-Produktionsfahigkeit

8.1.1 Induktion reduzierter Zytokin-Produktionsfahigkeit durch Vorbehandlung
mit Phenol-inaktivierten S.tm.

Die Zytokin-Produktionsfédhigkeit wurde im Serum von Méusen, 48 Stunden nach i.p.
Applikation von Phenol-inaktivierten S.tm. gemessen (Abb. 8-1). Eine signifikante
Reduktion der LPS induzierten TNF-, IL-6- und IL-10-Zytokin-Produktion als Folge

der Behandlung mit abgetéteten S.tm. konnte dabei festgestellt werden.

TNF IL-6 IL-10

1,6 - “' *k 3’0 i “7 *k 1 6 ] *
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Abb. 8-1 Reduzierte Zytokin-Produktionsfahigkeit nach Applikation Phenol-
inaktivierter S.tm. Miuse (n=6) wurden mit Phenol-inaktivierten S.tm.
2.5x10° CFU; behandelt und nach 48 Stunden mit LPS stimuliert. Serum-
Konzentration TNF, IL-6 und IL-10 in ng/ml. **p<0,004; *p < 0,008.

Die mogliche Freisetzung von TNF nach Applikation von Phenol-inaktivierten S.tm.
und Staph.aureus wurde gemessen, um zu liberpriifen, ob dadurch gréB3erer Mengen von
TNF systemisch auftreten. Abb. 8-2 zeigt deutlich, dass die Applikation toter Gram-
negativer Erreger (S.tm.) zu einer Freisetzung von TNF fiihrt, wohingegen der Effekt

bei Gram-positiven Erregern (Staph.aureus) kaum nachweisbar ist.
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Abb. 8-2 TNF-Freisetzung nach Applikation von Phenol-inaktivierten Erregern.
Miuse n=3 wurden mit Phenol-inaktivierten S.tm. 5x10® CFUi, Phenol-
inaktivierten Staph.aureus 5x10° CFUi oder PBS (Kontrolle) behandelt die
TNF Serumwerte nach 90 min. gemessen.

8.1.2 Induktion reduzierte Zytokin-Produktionsfahigkeit durch Vorbehandlung
mit rhTNF

Die Bestimmung der Zytokin-Produktionsfahigkeit zwei Tage nach Applikation von
rekombinantem humanem TNF (rhTNF), das nur iiber den Maus-TNFR1 wirkt (Lewis
et al. 1991b), wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob TNF ursichlich fiir die
Reduktion der Zytokin-Produktionsfahigkeit ist. In Abb. 8-3 ist die Dosis-abhéngige
Reduktion der LPS-induzierten TNF-, IL-6- und IL-10 Produktion deutlich erkennbar.
In der Folge wurde daher die Dosierung von 100ug rhTNF fiir die weiteren Versuche
gewdhlt. Abb. 8-4 macht in einem weiteren Experiment die signifikanten Unterschiede
beziiglich der Produktionskapazitidt von TNF, IL-6 und IL-10 nach Vorbehandlung mit
rhTNF im Vergleich zur PBS-vorbehandelten Kontrolle deutlich.
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Abb. 8-3 Reduktion der Zytokin-Produktionsfahigkeit durch rhTNF. Dosis-
Wirkungs-Beziehung. (n=4-5).
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Abb. 8-4 Zytokin-Produktionsfahigkeit nach Applikation von 100ug rh TNF bzw.
PBS. (n=9-10) . ** p<0,0001.

8.2 Zusammenhang von reduzierter Zytokin-Produktionsfahigkeit
und Empfindlichkeit fir Superinfektionen

Die Tatsache, dass nach einer Priméir-Infektion (z.B. CLP), eine verminderte
Bereitschaft zur Zytokinproduktion auf LPS-Stimulierung auftritt, wurde bisher als
Ursache fiir das Unvermogen des betroffenen Organismus, in addquater Weise auf eine
Infektion zu reagieren, betrachtet. Die folgenden Experimente wurden durchgefiihrt, um
zu iberpriifen, ob die verminderte Zytokin-Produktionsfahigkeit ursdchlich fiir die
erhohte Empfindlichkeit fiir Superinfektionen ist oder ob dieser Befund nur ein

Epiphdnomen darstellt.
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Wie in dem vorhergehenden Abschnitt gezeigt wurde, fiihrt eine Behandlung mit
Phenol-inaktivierten S.tm. (S.tm;,,) oder thTNF zu einer verringerten Zytokin-
produktionsfdhigkeit. Im folgenden Experiment wurde die Empfindlichkeit der Mause
nach einer derartigen Vorbehandlung und nachfolgender Infektion mit lebenden S.tm.
untersucht. Uberraschenderweise konnte in beiden Fillen eine signifikant lingere
Uberlebenszeit nach der jeweiligen Vor-Behandlung festgestellt werden. Wie in Abb.
8-5A dargestellt iiberlebten 50% der thTNF behandelten Tiere die Infektion mit S.tm.
signifikant langer (p< 0,001) als die Tiere der Kontrollgruppe. Die Vorbehandlung mit
Phenol-inaktivierten S.tm. (Abb. 8-5B) zeigt ebenfalls eine signifikante Verldngerung
der Uberlebenszeit (p< 0,001). Die Ergebnisse verdeutlichen dass eine verminderte
Zytokin-Produktionsfahigkeit nicht zwingend mit einer erhohten Empfindlichkeit fiir
eine Infektion mit S.tm. einhergeht. Im Gegenteil wird sogar ein Schutz durch die
Vorbehandlung deutlich, was das Postulat der Existenz eines weiteren, von den

gemessenen Zytokinen weitgehend unabhéngigen Effektes erforderlich macht.
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Abb. 8-5 Verminderte Sensitivitat fur S.tm. Infektion nach Vorbehandlung mit
rhTNF oder Phenol-inaktivierten S.tm. . A) Vorbehandlung mit rhTNF i.p.
100pg pro Tier (V) (n=10), Kontrolle (@) (n=10) und Infektion mit S.tm.
(9x10* CFU) nach 48 Stunden ; p< 0,001. B) Vorbehandlung mit Phenol-
inaktivierten S.tm. i.p. (3x10° CFUi) (V) (n=6), Kontrolle (®) (n=5) und
Infektion mit (2x10° CFU) S.tm. nach 48 Stunden p< 0,001.
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9 CLP und Schutz vor schockahnlichen Zustanden

Da zwei Tage nach einer subletalen CLP in wt Maiusen erniedrigte Zytokin-
Produktionsfdhigkeit einerseits und erhohte Empfénglichkeit fiir Superinfektionen
andererseits vorliegt, wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob die
verminderte Zytokin-Produktionsfdhigkeit mit einem Schutz des Organismus
einhergeht, wie er in dem Modell der LPS-Toleranz (Freudenberg et al. 1988) auftritt,
und inwieweit eine vorausgegangene CLP damit einem LPS-induzierten Schutz

vergleichbar ist.

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob trotz einer "Immunparalyse" auch

protektive Mechanismen nachweisbar sind.

9.1 LPS-induzierter Schock nach CLP

Die Applikation hoher Dosen von LPS ist in der Lage einen Schock zu induzieren, der
innerhalb von 24 Stunden den Tod der Versuchstiere zur Folge hat. Die LD des in
den Versuchen verwendeten LPS von S. abortus equi wurde bei einer Dosierung von
400ung-600ug pro Tier je nach Alter und Gewicht gefunden. Den in Abb. 9-1 und Abb.
9-2 A verwendeten C57BL/6-Médusen mit einem Gewicht von durchschnittlich 22g
wurden 500ug LPS pro Tier i.p. verabreicht.

Abb. 9-1 stellt den Temperaturverlauf nach LPS A) ohne und B) mit vorausgegangener
CLP dar. Der Temperaturverlauf in der CLP-Gruppe zeigt dabei anfinglich einen
steileren Abfall und geht nach 4-5 Stunden in eine Plateauphase iiber, von der aus ein
verlangsamter Temperaturabfall erfolgt, verglichen zum Temperaturverlauf der
Kontrollgruppe. In der Kontrolle ist der Verlauf gegensitzlich d.h. nach einem
anfanglich langsamem Abfall der Temperatur verlduft die Kurve nach 5-6 Stunden

deutlich steiler und die Temperatur nimmt rascher ab.
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Abb. 9-1 Temperaturverlauf im LPS-Schock Temperaturverlauf der mit LPS
(S.a.equi 500ug pro Maus) behandelten Mause A) ohne CLP(O) (n=6)
B) 48 Stunden nach subletaler CLP C) Mittelwerte der einzelnen Zeitpunkte
der beiden (V) CLP + LPS und (O) nur LPS behandelte Kontrolle.

9.2 Schutz vor durch hoch dosiertes LPS oder D-GalN/LPS
induziertem Schock

Trotz Unterschiede hinsichtlich des Temperatur-Kurvenverlaufes besteht kein
signifikanter Unterschied in der Uberlebensdauer nach Applikation der hohen Dosis
LPS zwischen Mausen mit und ohne vorausgegangene CLP (Abb. 9-2 A).

Das in (Freudenberg et al. 1988) beschriebene Modell, bei dem die Applikation
niedriger Dosen LPS zu einem bis zu 48 Stunden dauernden Schutz vor den letalen
Auswirkungen einer kombinierten Gabe von D-GalN und LPS fiihrt, wurde als weiteres
Schock-Modell untersucht. Um festzustellen, ob nach CLP protektive Mechanismen
wirksam sind, wurde Méusen 48 Stunden nach CLP bzw. einer unbehandelten Kontroll-
Gruppe eine Kombination aus 15mg D-GalN und 0,1pg LPS (S.a.equi) verabreicht und
die Uberlebenszeit bestimmt (Abb. 9-2 B). Dabei wurde eine Schutzwirkung in der
CLP-vorbehandelten Gruppe ermittelt, die statistisch signifikant war (p=0,022).
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Abb. 9-2 Uberlebenszeit nach Applikation von LPS oder D-GalN/LPS nach CLP
A) Pro Maus wurde 500ug LPS (S.a. equi) (i.p.) ohne CLP (@)(n=6) 48
Stunden nach subletaler CLP (V)(n=6) verabreicht. B) Pro Maus wurde 15mg

D-GalN + 0,1pg LPS (S.a. equi) i.p. ohne CLP (@)(n=8) bzw. 48 Stunden
nach subletaler CLP (V)(n=15) verabreicht p=0,022.

9.3 Schutz vor Schock der durch tote Bakterien induziert wurde

Um abzukliren, ob auch protektive Mechanismen gegeniiber Phenol-inaktivierten S.tm.
in hoher Dosierung durch vorangegangene CLP induziert werden, wurden 2.5 x 10"
tote S.tm. an Tag zwei nach CLP bzw. in unbehandelte Tiere injiziert (Abb. 9-3). Auch

bei dieser Belastung zeigte sich ein — wenn auch nicht signifikanter — Schutz durch eine

vorangegangene CLP.
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Abb. 9-3 Uberlebenszeit nach Applikation von Phenol-inaktivierten S.tm. nach
CLP. Pro Maus wurden 2,5x 10'° tote S.tm. (i.p.) ohne CLP (@)(n=8) bzw.
48 Stunden nach subletaler CLP (V)(n=8) verabreicht p=0,833.

9.4 Schutz vor Schock der durch lebende Bakterien induziert wurde

Da sich aus den vorhergehenden Experimenten Hinweise auf die Aktivierung
protektiver Mechanismen ergeben haben, wurden im nachstehenden Versuch lebende
Keimen in sehr hohen Konzentrationen zur Schockinduktion eingesetzt. Die Tiere
wurden einer subletalen CLP unterzogen und zwei Tage danach mit hohen Keimzahlen
(>103XLD100) S.tm. bzw. (>10xLDjo) P.aeruginosa i.p. infiziert, um damit einen
schockdhnlichen Zustand zu generieren, der tiber 80% Mortalitét in gesunden Tieren im
S.tm. Modell und 100% Mortalitidt in gesunden Tieren im P.aeruginosa Modell

innerhalb der néchsten 24 Stunden zur Folge hatte.

In Abb. 9-4 A wurde gesunden sowie CLP-vorbehandelten Tiere 48 Stunden nach dem
Eingriff S.tm. (10° CFU/Tier) intraperitoneal injiziert. In Abb. 9-4 B wurden die Tiere
wie in A vorbehandelt und P.aeruginosa (10’ CFU/Tier) injiziert. In beiden Fillen
filhrte eine vorausgegangene CLP zu einer signifikanten Verldngerung der
Uberlebenszeit (A p=0,0004 und B p=0,0016), wobei in B alle Tiere mit CLP-
Vorbehandlung den gesamten Beobachtungszeitraum iiberlebten, wohingegen im S.tm.
Modell die Tiere nur signifikant ldnger iiberlebten. Daher kann gesagt werden, dass
durch eine vorausgehende Infektion wie CLP ein Status in der Maus erzeugt wird, der
vor Schock oder schockidhnlichen Zustinden, die durch lebende Bakterien verursacht

werden, Schutz bietet.
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Abb. 9-4 Uberlebenszeit nach Applikation von lebenden S.tm. bzw. P.aeruginosa
nach CLP. A) Pro Maus wurden 10° CFU S.tm. (i.p.) ohne CLP (@)(n =7)
bzw. 48 Stunden nach subletaler CLP (V) (n=7) injiziert p=0,0004. B) Pro

Maus wurden 10’ CFU P.aeruginosa (i.p.) ohne CLP (@)(n =6) bzw. 48

Stunden nach subletaler CLP (V)(n=5) injiziert; p=0,0016.
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10 Diskussion

Die Problematik nosokomialer Infektionen in Krankenhdusern im Allgemeinen und auf
Intensivstationen im Speziellen stellt eine der groBen Herausforderungen in der
modernen krankenhausmedizinischen Versorgung dar. Dabei sind Infektionen mit
Gram-positiven und Gram-negativen Erregern sowie Mykosen (v.a. Aspergillosen) die
am héufigsten vorkommenden Komplikationen im Kontext intensivmedizinischer
Betreuung. Die Erforschung der grundlegenden immunologischen Abldufe im
Organismus, die im Zusammenhang mit schwerwiegenden Infektionen und septischen
Ereignissen stehen, sind somit, neben der Entwicklung neuer antibiotisch wirksamer
Substanzen und der Optimierung von Hygieneplénen, der aussichtsreichste Ansatz diese
Probleme langfristig in den Griff zu bekommen. Die Aufkldrung der Verldufe der
Zytokinmuster sowie ihr Ineinandergreifen im Netzwerk und die Rolle der einzelnen
Zytokine und deren Rezeptoren stehen dabei an vorderster Stelle. Des Weiteren miissen
die genaueren Ursachen untersucht werden, die eine Suppression des Immunsystems
bewirken, und deren Korrelation mit den jeweiligen Zytokinprofilen. Ebenso ist es
notwendig zu untersuchen, ob es dennoch weiterhin funktionierende, protektive

Mechanismen gibt, die gegebenenfalls aktiviert oder verstdrkt werden konnen.

10.1 Zytokinprofile und Zytokin-Produktionsfahigkeit

In der vorliegenden Arbeit sind systemische, im Serum detektierbare Zytokine als
Marker herangezogen worden, um anhand ihrer Spiegel und Kinetiken mogliche
Ursachen fiir die Entstehung und den Verlauf des als "Immunparalyse" bezeichneten
Phidnomens zu untersuchen. Die zwei wichtigsten Vertreter der Gruppe pro-
inflammatorischer Zytokine, TNF und IL-6, und das in diesem Kontext suppressorisch
agierende IL-10 als Vertreter der Gruppe anti-inflammatorischer Zytokine, sind auf
Grund ihrer zentralen Funktionen bei entziindlich/infektiosen Ereignissen ausgewéhlt

worden.

Da bisher wenig Datenmaterial liber den Verlauf der Zytokin-Serum-Konzentrationen
der o.g. Zytokine nach einer subletalen CLP verfiigbar war, wurde zunichst eine

Kinetik tiber die Verldaufe der Serum-Konzentrationen in Tieren zu verschiedenen
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Zeitpunkten iiber den Zeitraum von sechs Tagen durchgefiihrt. Aus den Messungen
lasst sich ein weitgehend {iibereinstimmendes Muster erkennen, bei dem alle
gemessenen Zytokine nach einem sehr steilen initialen Anstieg in den ersten 4-8
Stunden in der Folge wieder deutlich absanken und sich am Rande der Nachweisgrenze
bewegten. Bei TNF und IL-6 konnte jedoch nach Tag drei wieder ein marginaler
Anstieg beobachtet werden, was als Anzeichen fiir persistierende, immunrelevante
Vorginge gewertet werden kann. Die kontinuierliche Abwesenheit von IL-10 bei diesen
Messungen steht in deutlichem Kontrast zu den Kinetiken, wie sie sich in Modellen mit
letaler CLP (>90% 2xImm) (Seki et al. 1998) oder CASP (Maier et al. 2004)
darstellen. Das Postulat, dass die persitierend hohen IL-10 Serum-Spiegel
Mitverursacher der "Immunparalyse" sind kann somit auch als hinfillig betrachtet
werden, da wie im Folgenden noch dargestellt werden wird, der nicht-erhdhte Serum-
Spiegel dennoch mit einer gesteigerten Empfindlichkeit einhergeht. Diese
Beobachtungen lassen, in Ubereinstimmung mit der iiberwiegenden Mehrzahl der
Publikationen, die Schlussfolgerung zu, dass IL-10 zwar durchaus immunsuppressiv in
diesem Kontext wirkt, dass dieser Effekt jedoch nicht notwendigerweise auf

persistierend hohe IL-10 Serum-Spiegel zuriickgefiihrt werden kann.

Der Verlauf der Serum-Zytokinspiegel ldsst somit gewisse Riickschliisse iiber den
Allgemeinzustand des Organismus und in begrenztem Umfang auch iiber den Status der
Immunabwehr und Abwehrbereitschaft zu. Um konkretere Aussagen {iber die
Abwehrbereitschaft treffen zu konnen, miissen jedoch nicht nur die vorhandenen
Zytokine bestimmt werden, sondern vor allem die Reaktionsbereitschaft des

Organismus, mit der er auf eine weitere Belastung mit einem Erreger reagiert.

Die Zytokin-Produktionsfdhigkeit nach Stimulierung mit LPS ist ein Modell fiir die
Simulation eines Gram-negativen bakteriellen Infektes und wurde in der vorliegenden
Arbeit dazu verwendet, das Ausmal} der Reaktionsbereitschaft des Maus-Organismus
mit der Freisetzung von Zytokinen auf eine bakterielle Stimulierung zu reagieren,
darzustellen. Dieses Modell muss dabei jedoch als unphysiologisches Phidnomen
betrachtet werden, da das Erscheinen groBler LPS Mengen in natura nicht vorkommt,
und weil es zu anderen Zytokinprofilen als nach einer CLP (Remick et al. 2000; Villa et
al. 1995) oder einer Infektion mit lebenden Bakterien fiihrt. Die eingesetzte Menge von

lug-10png LPS von S. abortus equi hat sich in diesem Zusammenhang als optimal
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erwiesen, um eine deutliche Induktion der Zytokinproduktion zu initiieren, die
systemisch messbar ist und mit ~2-20%o der letalen Dosis deutlich unterhalb Schock-

induzierender Dosen liegt.

Die Profile der LPS-induzierten Zytokinspiegel wihrend der ersten 24 Stunden zeigten
im Gegensatz zu den nativen keinen einheitlichen Verlauf, wobei vor allem die
Produktionskapazitit fiir TNF deutlich von der fiir IL-6 und IL-10 abweicht. TNF war
unmittelbar nach der CLP nur minimal induzierbar, stieg nach einer Refraktdrzeit von
12-14 Stunden kurzfristig wieder an, um dann wieder auf ein sehr niedriges Niveau
abzufallen. Der Verlauf der IL-6 Produktionskapazitit war demgegeniiber durch einen
geringen initialen Anstieg nach zwei bzw. vier Stunden gekennzeichnet, der dann abfiel,
sich kurzfristig auf mittlerem Niveau stabilisierte und nach 24 Stunden deutlich
erniedrigt war. Ahnlich, jedoch durch einen sehr viel steileren Abfall nach geringem
Anstieg zum ersten Messzeitpunkt, gestaltete sich der Kurvenverlauf bei IL-10.
Léangerfristig war nach 48 Stunden fiir TNF ein Minimalwert erreicht, der dann in den
folgenden Tagen wieder auf das Niveau der Kontrollen, und am Tag 5 weiter deutlich
anstieg. Ahnlich ist der Verlauf bei IL-6, mit dem Unterschied jedoch, dass die
nachfolgende Hyperreaktivitit linger anhielt. I1-10 bleibt dagegen iliber den gesamten
Beobachtungszeitraum deutlich unterhalb der Kontrollwerte. Die ndheren Umstédnde,
die dieses spite hyper-inflammatorische Phanomen auslosen, bediirfen noch genauerer
Untersuchung, sind aber nicht Gegenstand dieser Arbeit, und werden somit nur als ein
Indiz fiir die simplifizierte Hypothese gewertet, dass ein Ausschlag in eine Richtung
eine Gegenreaktion verursacht, und dass dieser Vorgang nach mehrmaliger

Widerholung vermeintlich zum Einpendeln um den Kontrollwert fiihrt.

Im Ergebnis kdnnen somit zwei relevante Befunde aus diesen Experimenten fiir die
vorliegende Arbeit herausgestellt werden: (1) Der Zeitliche Verlauf liefert deutliche
Hinweise dafiir, dass es auch Mechanismen geben muss, die im Zytokinnetzwerk die
Freisetzung von IL-6, IL-10 und anderen Zytokinen unabhéngig von TNF induzieren
konnen. Dieses wird auch durch die Bestimmung der Zytokinprofile in TNF-defizienten
Tieren (6.2) bestitigt ebenso wie in Beobachtungen von Patienten mit Herz-Kreislauf-

Versagen (Cavaillon et al. 2003).

(2) Der Zeitpunkt 48 Stunden nach CLP, zu dem ein nahezu vollstindiger

Zusammenbruch der Zytokin-Produktionsfahigkeit erkennbar wird, korreliert auch mit
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demjenigen einer gesteigerten Empfindlichkeit fiir bakterielle Superinfektionen mit

S.typhimurium oder L.monozytogenes (Echtenacher et al. 2003).

Da die Anzahl Gram-positiver Sepsisfille und nosokomialer Infektionen seit den 80er
Jahren des letzten Jahrhunderts, laut einigen Publikationen (Bone 1994; Kengatharan et
al. 1998) zugenommen hat, war es folgerichtig, diesen Aspekt im Kontext der
"Immunparalyse" einzubeziehen und zu untersuchen, ob das Modell zur Detektion einer
verminderten Reaktivitidt, gemessen an der Zytokin-Produktionsfahigkeit nach
Stimulierung mit LPS, auch fiir Stimulierung mit Zellwandbestandteilen Gram-positiver
Erreger und bakterieller DNA (CpG-Motive) Giiltigkeit besitzt. Im Hinblick auf eine
gesteigerte Priadisposition flir Infektionen mit Gram-positiven Keimen war dies bereits
gezeigt worden (Echtenacher et al. 2003). Die Ergebnisse aus 4.1.3 lassen klar
erkennen, dass die verminderte Zytokin-Produktionsfahigkeit kein Gram-negatives
Phidnomen ist, sondern, dass Lipoteichonsdure (LTA) als Modellsubstanz fiir Gram-
positive Keime und CpG-ODNs als Modellsubstanz fiir bakterielle Infektionen im

Allgemeinen ebenfalls nicht in der Lage sind, die zum Erliegen gekommene Zytokin-

Produktionsfahigkeit 48 Stunden nach einer subletalen CLP wieder zu aktivieren.
Anhand dieser Resultate kann man davon ausgehen, dass es sich bei der verminderten
Zytokin-Produktionsfahigkeit um ein Ereignis handelt, dass nicht auf eine bestimmte
Gruppe von Erregen limitiert bleibt, sondern allgemein einen Zustand charakterisiert, in
dem ein Organismus eine verminderte Abwehrbereitschaft gegeniiber bakteriellen
Infektionen aufweist, woflir die reduzierte Zytokin-Produktionsfdhigkeit als ein

messbarer Indikator herangezogen werden kann.

10.2 Die "Immunparalyse" in C57BL/6 M&usen

Im Fokus des Interesses dieser Arbeit stand die Interaktion von TNF und den beiden fiir
die Signaltransduktion verantwortlichen Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 im Kontext
der "Immunparalyse" nach subletaler CLP. Die Rolle von TNF selbst bzw. die des
jeweiligen Rezeptors konnte an Hand von Méusen untersucht werden, bei denen das
jeweilige Molekiil durch gezielte genetische Rekombination eliminiert worden war. Da
diese Miuse auf den genetischen Hintergrund C57BL/6 zuriickgeziichtet worden sind
und es sich hierbei um einen Inzuchtstamm handelt, musste zunichst geklirt werden, ob

das Modell der CLP auf diesen Stamm {iibertragbar ist. Von diversen anderen
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Inzuchtstimmen ist bekannt, dass sie Mutationen im Genom aufweisen, die Einfluss auf
thre immunologische Kompetenz haben. Bekannte Beispiele hierfiir sind BALB/c-
Maiuse, die hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber CLP Unterschiede aufweisen
(Godshall et al. 2002) aber auch beispielsweise die LPS-Toleranz in C3H/HeJ-Méusen
(Freudenberg et al. 1988) und C57BL/6-Maiusen, die ein nicht funktionsfihiges
NRAMPI1 Protein (s. unten) exprimieren. Die Uberlebensexperimente in 5.1.1 lassen
jedoch klar erkennen, dass eine subletale CLP von iiber 90% der Tiere toleriert wird,
was mit der Uberlebensrate von NMRI-Miusen vergleichbar ist. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Letalitit durch Verldngerung des ligierten Abschnittes und
einer im Durchmesser vergroferten Punktion auf ca.50% gesteigert werden konnte, wie

es in dhnlicher Weise auch fiir NMRI-Miuse gezeigt werden konnte.

Die Experimente wurden mit ménnlichen und weiblichen Tieren durchgefiihrt, um
eventuelle geschlechtsspezifische Unterschiede erkennen zu konnen (Diodato et al.
2001). Unter den gegebenen Bedingungen kann jedoch fiir das Modell der subletalen
CLP kein Unterschied festgestellt werden. Fiir die letale CLP ist eine Tendenz in
Richtung gesteigerter Sensibilitdt der midnnlichen Tiere erkennbar. Der Unterschied, der
in der letalen Variante auftritt, ist auch bei NMRI-Méausen beobachtet worden, kann
aber in der vorliegenden Arbeit vernachldssigt werden, da die Gesamtheit der
nachfolgenden Experimente auf dem Modell der subletalen CLP basierte. Die
Verifizierung der Vergleichbarkeit beider Geschlechter war notwendig, da die im
Folgenden verwendeten, genetisch modifizierten Tiere im Tierbereich der Universitét
Regensburg geziichtet wurden und daher mannliche wie weibliche Tiere zu annidhernd
gleichen Teilen zur Verfligung standen und somit beide Geschlechter fiir Experimente
genutzt werden konnten. Die einzelnen Experimente sind jedoch jeweils mit Tieren
eines Geschlechtes durchgefiihrt worden, was auch die jeweilig zugehdrigen Kontrollen
einschlieft.

Ein weiterer Aspekt, der die Vergleichbarkeit der beiden Mausstimme in dem Modell
bestitigt, ist die Tatsache, dass die relativen Zytokinmuster von NMRI- und C57BL/6-
Maiusen 48 Stunden nach subletaler CLP nahezu identisch waren.

Besondere Aufmerksamkeit ist der Bestimmung einer LDsy fiir die Anzahl
koloniebildender Einheiten von S.typhimurium zugekommen, da der C57BL/6-

Inzuchtstamm eine bekannte Mutation aufweist, die die Bekdmpfung und Kontrolle
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einer Infektion mit S.typhimurium nur sehr eingeschrinkt zuldsst. Der Grund ist der
Austausch einer einzelnen Aminosdure im (Natural Resistance—Associated Macrophage
Protein 1) NRAMP1-Protein, einem ~100 kDa integralen Membranprotein (Vidal et al.
1996), das auf Grund seiner Struktur mit groBer Wahrscheinlichkeit zu einer Gruppe
von Transporterproteinen mit 12 transmembrandren Doménen gehort, die fiir den
protonenabhédngigen Transport von bivalenten Kationen, in diesem Fall Magnesium,
zustindig sind (Jabado et al. 2000). Das Protein wird vor allem von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten gebildet und es scheint eine Rolle bei der phago-
lysosomalen Fusion (de Chastellier et al. 1997) und fiir die Acidifizierung von Vesikeln
(Govoni et al. 1999; Hackam et al. 1998) zu spielen. Die Trager dieser Mutation sind
besonders anfillig fiir Infektionen mit intrazelluldr wachsenden Erregern der Gattung
Mycobakterium, Salmonella und Leishmania (Vidal et al. 1995). Um ausreichend
infektiose aber dennoch subletale Applikations-Suspensionen herzustellen, war es
notwendig bis an die unterste Grenze der Verdiinnungsreihe zu gehen und die einzelnen
Verdiinnungsschritte in vergleichsweise kleinen Schritten und groflen Volumina (1:10
in 10ml) durchzufiihren, um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Die Anzahl der
Keime, die die oben genannten Bedingungen erfiillt, wurde in Dosis-Effekt-
Experimenten (s. 5.2) mit einer alters- und gewichtsabhidngigen Varianz zwischen 5 und
25 CFU ermittelt. Dabei waren die Unterschiede zwischen ménnlichen und weiblichen

Tieren vernachlidssigbar gering.

Nachdem die Bedingungen fiir subletale CLP und S.typhimurium-Infektion bestimmt
waren, lie3 sich anschliefend auch die gesteigerte Empfindlichkeit fiir Superinfektionen
nach subletaler CLP in C57BL/6-Méusen zeigen. Dabei waren, ebenso wie in den

vorhergehenden Experimenten, keine geschlechtsspezifischen Unterschiede erkennbar.

Zusammenfassend kann man sagen, dass aufgrund der Ergebnisse eine Ubertragung des
"Immunparalyse"-Modells auf den C57BL/6-Stamm als zuléssig erachtet und mit den
oben diskutierten Modifikationen als vergleichbar mit NMRI Tieren angesehen werden
kann. Auf dieser Grundlage konnten daher Experimente mit den gentechnisch

verdanderten Linien mit dem C57BL/6 genetischen Hintergrund durchgefiihrt werden.
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10.3 Die "Immunparalyse' in gentechnisch modifizierten Tieren

10.3.1 Zytokine und Serumproteine
Nachdem die Daten aus den Experimenten in Wildtyp C57BL/6 Méusen eine

Ubertragbarkeit des Modells zur Induktion einer polymikrobiellen septischen Peritonitis
auf diesen Mausstamm zulassen, musste geklart werden, ob die genetisch verdnderten
Maus-Linien ebenfalls in der Lage waren, eine subletale CLP ausreichend lange zu
iiberleben, um nach 48 Stunden die Zytokinspiegel bestimmen und gegebenenfalls
Experimente mit S.typhimurium Superinfektionen durchfiihren zu konnen. Mit allen
untersuchten Maus-Linien, in denen genetische Modifikationen vorgenommen worden
waren, konnte subletale CLP durchgefiihrt werden, die mit einer Uberlebenszeit von
mindestens 8 Tagen als ausreichend fiir die vorgesehenen Experimente gewertet werden
kann. Fiir TNF-defiziente Tiere, die auf einen gemischten genetischen Hintergrund aus
SvJ129 und C57BL/6 zuriickgeziichtet worden waren, ist die Datenlage &hnlich.
Deutliche Unterschiede im Uberleben wurden jedoch fiir TNF- und TNFR1-defiziente
Tiere nach hirterer CLP ermittelt, wobei der ligierte Darmabschnitt langer war. TNF-
und TNFR1-defiziente Méuse waren deutlich empfindlicher fiir die letalen Folgen einer
CLP. Dagegen waren bei TNFR2-defizienten Tieren keine Unterschiede zum Wildtyp
erkennbar (Echtenacher et al. 2002) (und unpublizierte Daten).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Experimente zur Bestimmung der
Zytokinspiegel vorgenommen, um die Rolle von TNF und des jeweiligen Rezeptors auf
die Zytokin-Produktionsfahigkeit nach einer subletalen CLP zu untersuchen. Die
Ergebnisse aus 6.2 lassen deutlich erkennen, dass die verminderte Fahigkeit Zytokine
nach Stimulierung zu produzieren ein Prozess ist, der sowohl bei Funktionalitit aller
Signalwege und Zytokine erfolgt aber auch in Tieren auftritt, in denen jeweils eine
Komponente des TNF-Signalweges eliminiert wurde. Dies legt den Schluss nahe, dass
es sich dabei um einen Vorgang handelt, der auch unabhédngig von TNF und den
zugehorigen Signalwegen ausgeldst werden kann. Die verminderte Produktionsfahigkeit
war zwar in den drei untersuchten Maus-Linien evident, die Linien unterschieden sich
aber erheblich in den Mengen an messbarem TNF. Diese Unterschiede sind auf das
Fehlen der entsprechenden l6slichen TNF-Rezeptoren zuriickzufiihren, wobei der

16sliche TNFR2 (sTNFR2), wie aus zahlreichen Publikationen bekannt und hier durch



Diskussion 79

die Messung bestitigt, fiir diesen Effekt die groBBere Rolle spielt (Ménnel et al. 2000a;
Villa et al. 1995).

Mit den Messungen der LBP-Serumspiegel zwei Tage nach subletaler CLP und ohne
vorhergehenden Stimulierung sollte ausgeschlossen werden, 1. dass es sich bei der
verminderten Zytokin-Produktionsfdhigkeit um ein Phdnomen handelt, bei dem ein
zentrales Molekiil durch Verbrauch eliminiert worden und 2. dass die Empfindlichkeit
fiir Superinfektion mit S.typhimurium (s. 6.5.3) nicht durch unterschiedliche
Konzentrationen von LBP zustande kommt und dadurch die erneute Anwesenheit eines
Erregers vom Organismus nur verzogert wahrgenommen wird. Auf der Basis der in 6.3
dargestellten Ergebnisse, die eine signifikante Erhohung der LBP-Serum-
Konzentrationen zwei Tage nach subletaler CLP in den beiden TNFR-defizienten
Maus-Linien und im Wildtyp C57BL/6 Stamm gleichermallen erkennen lassen, kann

ein LBP-Mangel als Ursache fiir die oben aufgefiihrten Punkte ausgeschlossen werden.

10.3.2 Infektion und Superinfektion mit S.typhimurium

Die Beobachtungen iiber verminderte Uberlebensfihigkeit nach Infektionen mit C.
albicans fiir TNF-defiziente Tiere (Marino et al. 1997a) und fir TNFR1-defiziente
Tiere nach Infektionen mit L.monozytogenes (Pfeffer et al. 1993b; Rothe et al. 1993b)
machte Voruntersuchungen mit Infektionen durch S.typhimurium nétig. Zunéchst wurde
die Belastbarkeit der verschiedenen Maus-Linien im Hinblick auf ihre Fihigkeit,
Infektionen mit S.typhimurium zu kontrollieren untersucht. Die Befunde aus 6.4 lassen
deutlich erkennen, dass die Abwesenheit von TNF mit einer signifikant gesteigerten
Mortalitdtsrate einhergeht, was erneut die Bedeutung von TNF in der Infektionsabwehr
unterstreicht. Ahnlich, wenn auch nicht so eindeutig, stellte sich die Situation in der
TNFR1-defizienten Mauslinie dar. In TNFR2-defizienten Tieren war der Effekt am
geringsten ausgeprdgt, was einmal mehr den eher supportiven Charakter dieses
Rezeptors fiir den TNFR1 bestétigt. Diese Ergebnisse stehen in einem gewissen
Gegensatz zu der These des ,,Kartenhaus“-Modells (Bernheiden et al. 2001), die besagt,
dass bereits die Abwesenheit eines einzigen Resistenz-Faktors des Wirtes zum volligen
Zusammenbruch des gesamten Abwehrsystems fiihren kann. Da in den Maus-Linien auf
C57BL/6-Hintergrund sowohl NRAMPI1 als auch der jeweilige TNF-Rezeptor nicht

vorhanden ist, weisen die Tiere zwar eine deutlich gesteigerte Mortalitdtsrate nach
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héarterer CLP oder Infektion mit S.typhimurium auf, wihrend die Wildtyp C57BL/6-
Tiere jedoch durchaus in der Lage sind, eine derartige Infektion unter Kontrolle zu
bringen. Dies kann als Indiz fiir ,,salvage pathways* gewertet werden, bei denen die

ausgefallenen Funktionen durch andere Mechanismen kompensiert werden.

Als Ergebnis der bisherigen Experimente mit den gentechnisch modifizierten Tieren
kann somit Folgendes festgehalten werden: 1. TNF- und TNFR1-defiziente Tiere waren
in der Lage, eine subletal durchgefiihrte CLP langer als eine Woche zu {iberleben. Bei
Durchfiihrung einer hérteren CLP waren sie jedoch deutlich empfindlicher. 2. Die
Fahigkeit Zytokine zwei Tage nach CLP als Reaktion auf eine LPS-Stimulierung zu
produzieren, war in den jeweiligen Maus-Linien, dem Wildtyp vergleichbar, reduziert.
3. TNF- und TNFR1-defiziente Tiere waren erwartungsgemal3 wesentlich anfélliger fiir
Infektionen mit S.typhimurium als dies Wildtyp-C57BL/6-Tiere sind.

Anhand dieser Befunde hitte man fiir TNF- und TNFR1-defiziente Tiere eine deutlich
gesteigerte Mortalitdtsrate nach Superinfektion mit S.typhimurium zum Zeitpunkt der
"Immunparalyse" erwarten konnen. Die Ergebnisse aus 6.5.1 zeigen jedoch das exakte
Gegenteil, nimlich eine Verlingerung der Uberlebenszeit von TNF-defizienten Tieren
nach subletaler CLP mit nachfolgender Superinfektion mit S.typhimurium im Vergleich
zu TNF-defizienten Tieren an denen keine CLP durchgefiihrt wurde. Dieser Befund

weist auf eine Rolle von TNF bei der Entstehung der "Immunparalyse" hin.

Versuche, TNF-defiziente Tiere durch Applikation von monoklonalen omTNF
Antikdrpern zu erzeugen, um damit den Befund aus 6.5.1 (keine IP in TNF™”) zu
bestédtigen, waren nicht erfolgreich, da durch diese Behandlung keine Verdnderung
erreicht werden konnte (Abb. 6-6). Die Ursachen hierfiir konnten eine unvollstindige

Neutralisierung von endogenem TNF sein.

Um diesen Effekt ndher zu charakterisieren, wurden Experimente auch in den beiden
TNF-Rezeptor-defizienten =~ Maus-Linien  durchgefiihrt. Die  Resultate  dieser
Experimente, (6.5.3) sind Belege dafiir, dass TNF iiber den TNFR1 wirkt und so fiir
diesen Effekt verantwortlich ist und der TNFR2 hierbei nur eine unterstiitzende

Funktion hat.

Die Ubertragbarkeit des "Immunparalyse"-Modells auf Gram-positive Keime,

hinsichtlich der Empfindlichkeit fiir bakterielle Infektionen konnte am Modell von
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L.monozytogenes gezeigt werden. Die Ergebnisse zeigen eine verminderte Zytokin-
Produktionsfahigkeit nach Stimulierung mit LTA. Das Ausbleiben einer
"Immunparalyse" in TNFR2-defizienten Maiausen und eine Verlingerung der
Uberlebenszeit in TNFR1-defizienten Miusen, wie im Salmonella-Modell gefunden,
konnte fiir das Gram-positive Modell mit L.monozytogenes nicht bestitigt werden, da
die beiden TNF-Rezeptor-defizienten Maus-Linien keinen Unterschied zum Wildtyp
aufwiesen. Die Ubertragbarkeit des Modells der "Immunparalyse" auf andere Erreger
als S.typhimurium ist demnach nicht ohne Einschrinkung mdoglich. Vor allem fiir den
hier verwendeten Erreger L.monozytogenes wurden im Zusammenhang mit einem
therapeutischen Einsatz von rhTNF bereits das paradoxe Phinomen beschrieben, dass
die Applikation von rhTNF, was zu einer Verlingerung der Uberlebenszeit bei
Superinfektion mit S.typhimurium fiihrte, fiir L.monozytogenes das Gegenteil bewirkte
(Echtenacher et al. 2003). Eine mogliche Ursache fiir diese Beobachtung ist die
unterschiedliche Uberlebensstrategie der verschiedenen Keime innerhalb der

Makrophagen.

Zusammenfassend konnen zum Thema "Immunparalyse" in gentechnisch modifizierten
Tieren folgende Ergebnisse festgehalten werden: 1. Eine subletale CLP (Ligatur: 30%;
Punktion: 1x0,4 mm) ist in allen untersuchten Maus-Linien durchfiihrbar und ein
ausreichend langes Uberleben ist gewihrleistet. Fiir eine hirtere CLP (Ligatur: 50%;
Punktion 0,4 mm) wiesen TNF- und TNFRI1-defiziente Tiere im Vergleich zum
Wildtyp jedoch eine deutlich erhohte Mortalitétsrate auf. 2. Die Anfilligkeit fiir
Infektionen mit S.typhimurium war in beiden Maus-Linien signifikant erhoht. 3. Im
Hinblick auf Zytokin-Produktionsfédhigkeit nach Stimulierung mit LPS reagierten alle
untersuchten Maus-Linien weitgehend dem Wildtyp vergleichbar d.h. es kam zu einer
signifikanten Reduktion der Zytokin-Produktionsfahigkeit von TNF, IL-6 und IL-10 in
den Rezeptor-defizienten Linien und zu einer Reduktion von IL-6 und IL-10 in der
TNF-defizienten Linie. 4. Trotz der gesteigerten Empfindlichkeit, sowohl fiir die
polymikrobielle Infektionen durch CLP als auch fiir Infektionen mit S.typhimurium
zeigten TNF- und TNFR1-defiziente Tiere keine gesteigerte Empfindlichkeit fiir eine
Superinfektion mit S.typhimurium zwei Tage nach subletaler CLP, sondern eine
Verlidngerung der Uberlebenszeit. 5. TNFR2-defiziente Tiere verhielten sich
hinsichtlich der Zytokin-Produktionsfahigkeit zwei Tage nach CLP, wie Wildtyp-
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Maiuse, ansonsten zeigten sie eine Empfindlichkeit die zwischen Wildtyp-Tieren und

TNF- und TNFR1-defizienten Tieren liegt.

10.4 Mdogliche Faktoren und Ursachen der "Immunparalyse™ und ihr
Ausbleiben in TNF- und TNFR1-defizienten Tieren

10.4.1 Die Rolle der Peritonealexudatzellen (PEC)

Auf Grund der Tatsache, dass in den gentechnisch modifizierten Tieren eine
verminderte Zytokin-Produktionsfiahigkeit an Tag zwei nach CLP und nach LPS-
Stimulierung auftrat, wihrend eine Verlingerung der Uberlebenszeit nach einer
intraperitoneal-induzierten Superinfektion mit S.typhimurium nur in TNF- und TNFR1-
defizienten Méusen zu beobachten war, wurde das betroffene Kompartiment, das
Peritoneum und die darin befindlichen Zellen, weiter untersucht. Hierfir wurde die
Anzahl (7.1) und Zusammensetzung (7.2) sowie der Aktivitdtszustand (7.3) untersucht.
Die Bestimmungen der Gesamtzellzahlen haben dabei keinen signifikanten Unterschied
zwischen den jeweiligen Maus-Linien erkennen lassen. In allen untersuchten Tieren
verursachte eine subletale CLP einen starken Influx von Granulozyten und Monozyten,
der auch zwei Tage nach dem Eingriff noch deutlich war. Da in dieser Hinsicht keine
Unterschiede zwischen den Maus-Linien bestanden, kann dieser Faktor als Ursache fiir

das unterschiedliche Verhalten ausgeschlossen werden.

Unterschiede in der Zusammensetzung der Peritonealzell-Populationen konnen,
aufgrund der nahezu vollstindigen Ubereinstimmung in den verschiedenen Maus-
Linien, als weiterer moglicher Faktor fiir die verlingerte Uberlebenszeit ebenfalls

ausgeschlossen werden.

Als weitere, mogliche Einflussgrole wurde der Aktivititszustand der adhérenten
Peritonealzellen mithilfe eines Phagozytose-Assays untersucht. Das Ergebnis dieser
Experimente konnte jedoch ebenfalls das Ausbleiben einer gesteigerten Empfindlichkeit
fiir Superinfektion mit S.typhimurium nicht erkldren. Insgesamt kann gesagt werden,
dass sowohl die Anzahl als auch die Zusammensetzung und der Aktivitdtszustand der
Peritonealzellen in den untersuchten Maus-Linien dem Wildtyp vergleichbar war und
diese Parameter somit nicht als Ursache fiir das Phinomen in Frage kommen. Ein

Aspekt, der zu dem Effekt beitragen konnte, ist die Tatsache, dass die Abwesenheit von
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TNF und damit die fehlende chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten
(Yang et al. 2002) einen verzogerten Influx in das Peritoneum bewirken kénnte, und
somit eventuell die Kinetik der Migration eine Rolle spielt. Dieser Aspekt muss jedoch

weiter untersucht werden.

10.4.2 Die bakterielle Komponente

Als Ursachen fiir die Induktion einer "Immunparalyse" nach subletaler CLP kommen
sowohl die austretenden Bakterien in Frage wie auch das durch die Ligatur
nekrotisierende Gewebe. In welchem Umfang die bakterielle Komponente zu der
Entstehung der "Immunparalyse" beitrdgt, wurde durch Experimente mit Phenol-
inaktivierten S.typhimurium untersucht. Welcher Aspekt davon hauptsichlich betroffen
ist, die verminderte Zytokin-Produktionsfihigkeit und die damit einhergehende
gesteigerte Empfindlichkeit fiir Superinfektionen mit S.typhimurium oder jeweils nur
einer der beiden Aspekte, wurde mittels Zytokinbestimmungen und Uberlebens-
Experimenten ermittelt. Die Applikation von Phenol-inaktivierten S.typhimurium fiihrte
nach 48 Stunden zu einer deutlichen Reduktion der Serumspiegel aller gemessenen
Zytokine (8.1.1), was bisher als eindeutiger Parameter zur Charakterisierung einer
"Immunparalyse" gewertet wurde. Wurden jedoch Belastungen mit einer zweiten
Infektion durchgefiihrt, war eine deutliche Verlingerung der Uberlebenszeit nach
Vorbehandlung mit Phenol-inaktivierten Salmonellen festzustellen. Dieser Befund
deutet somit auf eine Aktivierung des Immunsystems hin, die offensichtlich unabhingig
von den gemessenen Zytokinen zustande kommt. Dass eine andere Komponente,
ndmlich das nekrotische Gewebe, einen Einfluss auf das immunologische Geschehen
hat und ebenfalls zu einer Verminderung der Zytokin-Produktionsfdahigkeit in
verschiedenen Kompartimenten fiihrt, ist in der Literatur beschrieben worden (Ayala et
al. 2000). Die Auswirkungen dieser Komponente ist dabei jedoch nicht im Hinblick auf
Superinfektionen untersucht worden und konnte auch im Rahmen dieser Arbeit nicht
mehr bearbeitet werden. Diesen Aspekt abzuklidren wiirde eine sinnvolle Ergénzung zu

den hier gefundenen Ergebnissen darstellen.
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10.4.3 TNF im Kontext der ""Immunparalyse"

Aus der Literatur sowie den Experimenten mit TNF- und TNFR1-defizienten Tieren (s.
Abschnitt) ist die malgebliche Beteiligung von TNF am Immunstatus unumstritten,
wenngleich die Art und Weise der TNF-Beteiligung nicht eindeutig geklirt ist. Der neue
und unerwartete Befund, dass in Abwesenheit von TNF oder der TNFRI-
Aktivierbarkeit eine gesteigerte Empfindlichkeit fiir Superinfektionen mit
S.typhimurium nicht auftrat, obwohl eine Reduktion der Zytokin-Produktionsfahigkeit
und eine erhohte Anfilligkeit fiir bakterielle Infektionen in diesen Tieren einen
derartigen Verlauf erwarten lieBen, war Anlass dafiir, die Effekte einer exogenen Gabe
von TNF auf das Zytokinprofil sowie die damit verbundene Uberlebenszeit zu
untersuchen. Die Verwendung von rhTNF hat dabei den Vorteil, dass humanes TNF
exklusiv an den TNFR1 bindet (Lewis et al. 1991b) und somit vornehmlich denjenigen

Rezeptor aktiviert, der in diesem Zusammenhang die bedeutendere Rolle spielt.

Experimente, in denen hoch dosiertes thTNF verwendet worden ist, um seine
Auswirkungen auf die Zytokin-Produktionsfahigkeit und die Mortalitét zu untersuchen
(8.1.2 und 8.2) haben Ergebnisse erbracht, die mit einer Vorbehandlung mit Phenol-
inaktivierten Salmonellen vergleichbar sind. Diese Befunde konnen daher als Beleg fiir
eine Beteiligung von TNF an der verminderten Zytokin-Produktionsfahigkeit nach einer
Primérinfektion mit TNF-Freisetzung gewertet werden. Zusdtzlich erfordern sie eine
differenziertere Betrachtung des Phinomens "Immunparalyse" und zwar dahingehend,
dass man die Reduktion der Zytokin-Produktionskapazitit nicht zwangslaufig mit einer

gesteigerten Empfindlichkeit fiir Superinfektionen gleichsetzen kann.

Somit ergeben sich fiir die Rolle von TNF und der Aktivierung des TNFR1 in einer
Sepsis folgende Punkte: 1. TNF trigt zu einer reduzierten Produktionskapazitit fiir
systemisch messbare Zytokine bei und kann diese direkt verursachen. 2. Eine durch
rhTNF induzierte Reduktion der Zytokin-Produktionsfahigkeit fiihrte zu einer
geringeren Empfindlichkeit fiir eine Superinfektion mit S.typhimurium. 3. Die Effekte in
1. und 2. konnten auch durch Gabe von toten S.typhimurium hervorgerufen werden,
wobei die Freisetzung von endogenem TNF (s. Abb. 8-2) als zentraler Faktor eine
plausible Erklarung dafiir zu sein scheint, dass als gegenregulatorische Maflnahme die
Zytokin-Produktionsfahigkeit vermindert wird. Dabei handelt es sich jedoch um sterile

Ereignisse, an denen weder lebende Bakterien noch nekrotisches Gewebe beteiligt sind.
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Dasselbe Phinomen war auch in TNF- und TNFRI1-defizienten Tieren nach
vorangegangener CLP zu beobachten. Dies wiederum legt die Schlussfolgerung nahe,
dass TNF-unabhéngige Wege existieren miissen, die zwar eine Hemmung der Zytokin-
Produktionsfahigkeit hervorrufen, aber ebenso wie im Fall der ,sterilen®
"Immunparalyse", zu einer verlingerten Uberlebenszeit nach einer Superinfektion

fuhren.

Die hier zusammengestellten Ergebnisse waren somit der Anlass dafiir den Ausdruck
Llmmunparalyse* nicht uneingeschriankt zu iibernehmen, sondern eine Differenzierung
zwischen ,,reduzierter Zytokin-Produktionsfahigkeit™ und ,,gesteigerter Empfindlichkeit

fiir Superinfektionen* einzufiihren.

10.5 Protektive Effekte nach CLP

Da sowohl die Gabe toter S.typhimurium-Bakterien als auch die Gabe von rhTNF zu
einer reduzierten Zytokin-Produktionsfdhigkeit flihrten, dabei aber gleichzeitig den
Wirts-Organismus in einen Zustand gesteigerter Abwehrbereitschaft versetzten, und
dieses Phanomen nach CLP auch in TNF- und TNFR1-defizienten Tieren auftrat, stellt
sich die Frage, ob zwei Tage nach einer subletalen CLP tatsdchlich ein vdlliger
Zusammenbruch der Immunabwehr vorliegt oder ob es sich dabei nur um bestimmte
Bereiche handelt, die blockiert sind wohingegen andere eventuell aktiviert sein konnten.
In diesem Fall miissen Mechanismen existieren, die unter bestimmten Bedingungen in

der Lage sind den Organismus vor weiteren Infektionen zu schiitzen.

Die verminderte Zytokin-Produktionsfahigkeit nach subletaler CLP korrelierte mit einer
verlingerten Uberlebenszeit der Versuchstiere im D-GaIN/LPS Leber-Toxizitdtsmodell,
was vergleichbar mit einer LPS-Toleranz ist, die durch Applikation von niedrig
dosiertem LPS induziert wird (Freudenberg et al. 1988). Eine CLP-induzierte LPS-
Toleranz wird durch den Befund, dass die TNF-Produktionsfahigkeit zumindest in den
Hepatozyten weitestgehend zum Erliegen gekommen ist und somit die Hepatozyten-

Apoptose in vermindertem Umfang erfolgt, bestétigt.

Bei Experimenten, in denen zwei Tage nach CLP hoch-dosiertes LPS zur Induktion
eines letalen Schocks eingesetzt wurde, wurde zwar ein stirkerer Temperaturabfall
gemessen als bei Tieren ohne vorausgegangene CLP, auf die Uberlebenszeit hatte dieser

Effekt jedoch letztlich keinerlei Auswirkungen. Somit lie3 sich kein Schutz durch CLP
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vor den Folgen der Applikation einer letalen LPS Menge darstellen. Folglich kann auch
keine pauschale Aussage getroffen werden die eine verminderte Zytokin-
Produktionsfdhigkeit nach CLP dem Phanomen der LPS-Toleranz gleichsetzt, da die
klassische LPS-Toleranz auch Schutz vor letalen LPS-Dosen induziert (Lehmann et al.

1987).

Die Verwendung von vollstindigen, Phenol-inaktivierten S.typhimurium zur Induktion
eines Schocks (Abb. 9-3) weist in Richtung einer partiellen Schutzwirkung, ist jedoch
nicht signifikant und lisst daher keine eindeutige Interpretation zu. Der Einsatz groBer
Mengen lebender Erreger 48 Stunden nach CLP hingegen zeigte eine signifikante
Verlingerung der Uberlebenszeit wenn S.typhimurium in diesen Experimenten als
Belastungskeim eingesetzt wurde. Wurde P.aeruginosa als Belastungskeim eingesetzt
war ebenfalls ein umfassender Schutz zu beobachten, der durch das Uberleben aller

Tiere, die CLP-vorbehandelt worden sind, gekennzeichnet war (Abb. 9-4).

Der Widerspruch, der sich aus den Experimenten mit lebenden Erregern einerseits und
abgetoteten Erregern sowie Bestandteilen von diesen andererseits ergibt, wirft eine
Reihe von Fragen auf, die sowohl die Rolle der Erreger selbst als auch die der
Abwehrbereitschaft des immunologisch supprimierten Organismus betreffen. Dabei
konnen spezifische FEigenschaften der Erreger wie z.B. Pathogenitétsfaktoren,
Vermehrungszyklus, Vermehrungsort und viele weitere Faktoren ebenso eine Rolle
spielen wie der Applikations- und Infektionsweg. So ist beispielsweise P.aeruginosa
durchaus ein Modellkeim fiir den Nachweis einer gesteigerten Empfindlichkeit fiir
Superinfektion zwei Tage nach CLP, wenn er intranasal (in press Pollack et al 2005)
oder intratracheal (Chen et al. 2000) appliziert wird. Daraus ergibt sich, dass auch der
Wirt und die einzelnen Kompartimente, die infiziert werden, flir eine Superinfektion

wichtig sind (Steinhauser et al. 1999).

Insgesamt kann im Ergebnis festgehalten werden, dass im Rahmen dieser
Promotionsarbeit zwar die Mechanismen, die dem Phdnomen der "Immunparalyse"
zugrunde liegen, nicht vollstindig gekldrt werden konnten, jedoch wertvolle
Erkenntnisse gewonnen wurden, die eine sinnvolle Basis fiir weitere Forschung
darstellen. Die Erkenntnis beispielsweise, dass es wéhrend der "Immunparalyse"
durchaus noch wirksame Verteidigungsmechanismen gibt, die den Wirt vor den Folgen

eines Schocks oder schockdhnlicher Zustinde schiitzen, eréffnet die Mdglichkeit nach
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den molekularen Ursachen hierfiir zu suchen und eventuelle protektive Mechanismen zu
charakterisieren. So konnte moglicherweise der Zustand der "Immunparalyse"

aufgehoben werden ohne direkt in das Zytokinnetzwerk einzugreifen.
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Zusammenfassung

Die in den letzten Jahrzehnten immer effektiver gewordene intensivmedizinische
Betreuung ist zunehmend in der Lage, Patienten in frithen Phasen von kritisch-
septischen Zustinden behandeln zu konnen und dadurch die Mortalitdsrate in der
Frithphase zu reduzieren. In der Folge treten jedoch immunologische Prozesse auf, die
hdufig durch einen immun-supprimierten Status gekennzeichnet sind, der sich in einer
gesteigerten Empfindlichkeit fiir bakterielle Superinfektionen manifestiert. Dieser
Zustand, der in seiner schwersten Auspragung als "Immunparalyse" bezeichnet wird,

gilt als besonders kritisch, da ihm die moderne Medizin wenig entgegenzusetzen hat.

Im Rahmen dieser Arbeit ist anhand des Tiermodells der subletalen CLP versucht
worden, den Zustand der "Immunparalyse" genauer zu charakterisieren und mogliche
molekulare Ursachen fiir ihr Zustandekommen zu finden. Dazu wurden im Einzelnen

folgende Ergebnisse erarbeitet:

+ Das Modell der subletalen CLP ist auf den C57BL/6 Inzucht-Mausstamm sowie
auf TNF-, TNFR1- und TNFR2-defiziente Zuchtlinien iibertragbar.

+ Die verminderte Zytokin-Produktionsfdahigkeit von Médusen nach subletaler CLP
ist unabhédngig von TNF und kann nicht auf einen persistierend erhohten IL-10

Serumspiegel zuriickgefiihrt werden.

+ FEine verminderte Zytokin-Produktionsfdhigkeit ist durch Gram-negative und

Gram-positive bakterielle Komponenten sowie bakterielle DNA darstellbar.

+ Die LPS-induzierte verminderte Zytokin-Produktionsfahigkeit 48 Stunden nach
subletaler CLP tritt in TNF-, TNFR1- und TNFR2-defizienten Mausen auf und

ist unabhingig von LBP-Serum-Konzentrationen.

+ Zwei Tage nach subletaler CLP ist das Minimum der Zytokin-
Produktionsfahigkeit erreicht, was mit einer gesteigerten Empfindlichkeit fiir

Superinfektionen korreliert.
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+ TNF, exogenes und endogenes, ist in der Lage eine verminderte Zytokin-
Produktionsfdahigkeit zu induzieren, diese korreliert jedoch nicht mit einer

gesteigerten Empfindlichkeit fiir bakterielle Superinfektionen.

# In TNF- und TNFRI1-defizienten Tieren ist nach subletaler CLP eine
Verlingerung der Uberlebenszeit bei Superinfektion mit S.typhimurium
feststellbar.

+ Wihrend der "Immunparalyse" existieren noch protektive Effekte, die
hinsichtlich LPS-induziertem Schock und Schockinduktion durch tote oder

lebende Bakterien wirksam sind.
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