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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberblick tiber das Immunsystem

Um den Organismus vor Bakterien, Viren, Pilzen und anderen Erregern aber
auch vor entarteten korpereigenen Zellen zu schitzen, entwickelte sich im Laufe
der Evolution ein hochkomplexes Immunsystem, das sich aus der Interaktion

vieler verschiedenartiger Molekiile, Zellen und Gewebe zusammensetzt.

An der Immunabwehr im Menschen sind zwei phylogenetisch unterschiedlich alte
Immunsysteme beteiligt. Zum einen gibt es das angeborene (&ltere), relativ
unspezifisch agierende Immunsystem und zum anderen das adaptive Immun-
system, das die Fahigkeit hat einen Erreger spezifisch zu bekampfen. Beides
sind jedoch keine getrennt fungierenden Systeme, die unabhangig voneinander
an der Elimination der Erreger arbeiten, vielmehr sind sie an verschiedenen
Stellen effizient miteinander verzahnt um eine erfolgreiche Immunantwort

sicherzustellen [1, 2].

111 Das angeborene Immunsystem

Zunachst muss ein Erreger mechanische Schranken des menschlichen Korpers,
wie z.B. Fimbrien und Epithelien, die in vielen Organen von der ebenfalls
protektiven bakteriellen Normalflora besetzt sind, und chemische Barrieren, wie
z.B. antimikrobiell wirksame Proteine, bewéltigen. Nach Umgehung dieser ersten
Verteidigungslinie sind es zellulare und humorale Komponenten des an-
geborenen Immunsystems, auf die der Mikroorganismus trifft. Da diese
Komponenten konstitutiv vorhanden sind, ist eine sehr schnelle und meist
erfolgreiche Reaktion gegen den Erreger moglich, unabhangig davon, ob es
bereits zuvor zur Exposition mit denselben antigenen Strukturen gekommen war.
Notigenfalls aktivieren Bestandteile der angeborenen Abwehr das adaptive

Immunsystem und tberbricken die Zeit, bis dieses aktiv werden kann und den
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Mikroorganismus dann spezifisch bekdmpft. Jedoch auch die erworbene Abwehr

benitzt die wirksamen Effektor-Mechanismen des angeborenen Immunsystems.

Das unspezifische Immunsystem kann ,kdrpereigen” und ,kdrperfremd* durch
pattern-recognition receptors (PRRs) differenzieren. Diese Mustererkennungs-
rezeptoren kdnnen repetitive Strukturen, sog. pathogen-associated molecular
patterns (PAMPSs) erfassen, die flr ein sehr weites Spektrum an Erregern
charakteristisch sind und auf Wirtszellen nicht vorkommen. PAMPs sind sehr gut
konserviert und fur lebensnotwendige physiologische Funktionen des Mikro-
organismus essenziell. Beispiele fur Muster, die von PRRs erkannt werden, sind
Bestandteile der Zellwand von Mikroorganismen wie Peptidoglykane und Lipo-
teichonsauren bei grampositiven sowie Lipopolysaccharide (LPS) bei gram-

negativen Bakterien [1].

1.1.1.1 Zellulare Komponenten des angeborenen Immunsystems

Wichtige Zellen des angeborenen Immunsystems sind neutrophile, eosinophile
und basophile Granulozyten. Wahrend die im Blut relativ geringe Zahl eosino-
philer und basophiler Granulozyten eher eine Rolle bei Schutz vor Parasiten
spielt, sind Neutrophile wichtiger Bestandteil der Abwehr bakterieller Erreger.
Diese erfolgt durch Phagozytose oder durch Ausschiittung von in Granula
enthaltenen unterschiedlichen Enzymen sowie toxischer Sauerstoffderivate. An
den Ort der Entziindung werden Neutrophile durch Chemokine ,gelockt” (Chemo-
taxis), die hauptsachlich von Makrophagen ausgeschiittet werden. Makrophagen
sind fur die Phagozytose von Erregern zustandig und sind - wie auch dendritische
Zellen (DCs) - ein wichtiges Bindeglied zum adaptiven Immunsystem, indem
Bestandteile aufgenommener Erreger prozessiert und dann Zellen der
spezifischen Abwehr auf major histocompatibility complex-Molekuilen vom Typ Il
(MHC 1l) prasentiert werden. Zellen mit dem MHC-II-Molekul auf der Oberflache
werden daher auch Antigen-prasentierende Zellen (APCs) genannt. Weiterer
Bestandteil des angeborenen Immunsystems sind Naturliche Killerzellen (NK-
Zellen). Diese spielen eine Rolle bei der Erkennung von Tumorzellen und Virus-

infizierten Zellen. Bei Identifikation ,zwingen“ NK-Zellen betroffene Korperzellen
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zur Apoptose oder zerstoren sie durch die Inhaltsstoffe zytotoxischer Granula.
Eine besondere Form von NK-Zellen sind die sog. NK T-Zellen, die an der
Regulation der Immunantwort beteiligt sind. Diese relative kleine Zellpopulation
zeichnet sich im Gegensatz zu gewdhnlichen T-Zellen dadurch aus, dass nicht
nur der T-Zell-Rezeptor auf der Zelloberflache lokalisiert ist, sondern auch NK-
typische Oberflachenmarker gefunden werden [3]. Anders als normale T-Zellen
(siehe 1.1.2.1) dienen NK T-Zellen nicht der Erkennung von Proteinbestandteilen,
sondern der Detektion fremder Lipide. Wie die im Folgenden angesprochenen
yo T-Zellen wird auch den NK T-Zellen eine wichtige Rolle in der ersten
Verteidigungslinie gegen verschiedenartige Erreger [4, 5], aber auch gegen
korpereigene entartete Zellen zugesprochen [6, 7]. Die sog. yd T-Zellen sind
ebenfalls dem angeborenen Immunsystem zuzurechnen und unterscheiden sich
im Aufbau des T-Zell-Rezeptors von gewohnlichen T-Zellen (siehe 1.1.2.1), bei
denen zum Rezeptoraufbau ein a- und ein B-Heterodimer beitragen. Neben
Schutz vor Zellentartung [8, 9], Einfluss auf Wundheilung [10] und direkter zyto-
toxischer Funktion konnte yd T-Zellen auch eine regulatorische Funktion v.a. auf
das angeborene Immunsystem [11, 12] aber auch auf Zellen des adaptiven
Immunsystems nachgewiesen werden [13]. Nur in relativ geringer Zahl halt sich
diese Zellpopulation in sekundar lymphatischen Organen und im Blut auf [14].
Der grof3te Teil dieser Zellen befindet sich stattdessen in von Epithel besetzten

Organen wie Darm, Lunge und Urogenitaltrakt [15].

1.1.1.2 Humorale Komponenten des angeborenen Immunsystems

Eine wichtige Rolle bei der humoralen Immunantwort spielt das Komplement-
system. Dieses besteht aus Proteinen, die in inaktiven Vorstufen im Blutplasma
vorliegen. Bei Aktivierung des Systems z.B. (im ,klassischen Weg*) durch an
Erreger gebundene Antikorper (Bestandteil des humoralen adaptiven Immun-
systems) kommt es zu einer kaskadenartigen Proteolyse der inaktiven Protein-
Vorstufen. Gemeinsame Endstrecke aller Komplement-Aktivierungswege ist der
membrane attack complex, der zur Zerstoérung des Erregers fuhrt. Weitere

bedeutende humorale Faktoren des angeborenen Immunsystems sind Zytokine.
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Diese immunmodulatorischen Polypeptide dienen der Inter-Zell-Kkommunikation
immunkompetenter Zellen. Sie werden zwar auch von Zellen des adaptiven
Immunsystems gebildet, jedoch ist der gro3te Teil, der im Serum detektiert
werden kann, dem angeborenen Immunsystem zuzuordnen. Ein Zytokin kann
autokrine, parakrine und teilweise auch endokrine Wirkung auf Zelldifferenzierung
und Proliferation verschiedener Zellen haben (Pleiotropie), wobei unter-
schiedliche Zytokine dieselbe Wirkung in der gleichen Zielzelle hervorrufen
konnen (Redundanz). Eine ganz grobe Einteilung dieses komplexen Systems
erfolgt durch die Unterteilung in ein proinflammatorisches und ein anti-
inflammatorisches Wirkungsprofil. Typische proinflammatorische Zytokine sind
Tumornekrosefaktor (TNF), Interleukin (IL) -1, IL-6, IL-8 und IL-12. Als wichtige
antiinflammatorische Zytokine sind z.B. IL-4, IL-10, IL-13 und transforming growth
factor (TGF) -B anzufuhren. Vor allem dendritische Zellen und Makrophagen sind
Produzenten von Zytokinen, die eher dem angeborenen Immunsystem zu-
zuordnen sind (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, und IL-12) und nach Bindung eines PAMP
an einen PRR ausgeschittet werden. Manche dieser Zytokine induzieren in der
Leber die Bildung von Akut-Phase-Proteinen, einige wirken chemotaktisch und
aktivierend auf Lymphozyten. Ein vielseitiges Zytokin, das bei Sepsis eine grol3e
Rolle spielt ist TNF. Es wirkt aktivierend auf neutrophile Granulozyten und Makro-
phagen und fordert im Sinne einer Zytokinkaskade auch eine Ausschuittung
anderer proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1. Ferner beeinflusst dieses
Zytokin Endothelzellen dahingehend, dass Zell-Zell-Kontakte ,,gelockert* und Zell-
Adhasions-Molekiile, sog. Selektine, exprimiert werden. Neutrophile Granulo-
zyten im Gefal3system erreichen hierdurch leichter den Ort der Infektion. TNF

sorgt weiterhin fur eine katabole Stoffwechsellage und wirkt pyrogen [1].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem, das nur eine sehr begrenzte
Zahl unterschiedlicher Muster erkennt, kann das adaptive Immunsystem Erreger
spezifisch bekdmpfen. Man weil3 heute, dass die individuelle Spezifitat der

Lymphozyten durch zuféllige Rekombination gewisser Gensegmente geschieht.
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So ist es zu erklaren, dass es Millionen jeweils verschieden spezifischer Lympho-
zyten gibt.

Grol3er Vorteil des adaptiven Immunsystems ist, dass es ein immunologisches
Gedachtnis ausbildet, um so bei erneutem Kontakt mit gleichem Erreger, diesen

ohne grolRe Vorlaufzeit wirksam bekampfen zu kénnen.

1.1.2.1 Zellulare Komponenten des adaptiven Immunsystems

Die Zellen des adaptiven Immunsystems sind B- und T-Zellen. Beide ent-
stammen, wie auch NK-Zellen, einer allgemeinen lymphatischen Vorlauferzelle im
Knochenmark. Wahrend die B-Zellen im Knochenmark bleiben, um zu reifen,
wandern die T-Zellen hierzu in den Thymus aus und entwickeln sich dort
entweder zu T-Helferzellen (Ty) oder zytotoxischen T-Zellen. Die Unterscheidung
dieser, wie auch vieler anderer Zellen, erfolgt durch spezifische Oberflachen-
marker, den cluster of differentiation (CD). T-Helferzellen sind dieser Nomenklatur
nach CD4+ und zytotoxische T-Zellen CD8+. Eine besondere Zellpopulation
stellen die erst im Jahr 1995 entdeckten sog. CD4+CD25+ regulatorischen T-
Zellen dar, deren physiologische Funktion in der Suppression von Effektorzellen
liegt, um ,Kollateralschaden* an verschiedenen Organen, hervorgerufen durch
eine zu starke Entziindungsreaktion, zu begrenzen. Die spezifische Antigen-
erkennung erfolgt bei allen T-Zellen durch den sog. T-Zell-Rezeptor. Dieser kann
das Antigen nicht nativ erkennen, sondern muss es auf fir jedes Individuum
spezifischen MHC-Molekilen prasentiert bekommen. Zytotoxische T-Zellen inter-
agieren mit MHC-Molekilen vom Typ I. Auf diesem membranstandigen Molekiil,
das sich auf allen kernhaltigen Zellen befindet, werden Bestandteile intrazellular
synthetisierter Proteine prasentiert. Falls es nun z.B. zu Virusbefall einer Zelle
kommt, so werden Bestandteile von - aus viraler DNA codierten - Proteinen auf
diesem Molekil dem Immunsystem offenbart. Zytotoxische T-Zellen kbnnen
diese als ,fremd“ erkennen und die Zelle eliminieren. MHC-Molekile vom Typ Il
werden nur auf speziellen Zellen, den APCs (siehe 1.1.1.1) exprimiert. Nach
Phagozytose eines Erregers werden Teile der prozessierten Bestandteile auf den

MHC II-Molekilen prasentiert und durch den T-Zell-Rezeptor der T-Zellen
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erkannt. Wenn eine Ty-Zelle durch das sich auf dem MHC Il befindende Antigen
und weiteren essenziellen costimulatorischen Reizen aktiviert wird, so kann sie
zur Ty1-Zelle differenzieren und durch Sezernieren von z.B. IL-2 und Interferon
(IFN) -y die zellvermittelte Immunantwort férdern. Sollte die T-Zelle zu einer Ty2-
Zelle differenzieren, so sezerniert sie vor allem IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und
begunstigt durch dieses Zytokinprofil die humorale adaptive Immunantwort,

reprasentiert durch Antikorper.

Diese Antikorper werden von aktivierten B-Zellen, den sog. Plasmazellen,
sezerniert. Die Aktivierung von B-Zellen geschieht mittels eines spezifischen,
membrangebundenen Antikorpers auf ihrer Oberflache. Sobald das fur die Zelle
spezifische Antigen gebunden ist, kommt es zur Internalisierung des Rezeptors
und zur Prasentation prozessierter Bestandteile des aufgenommenen Antigens
auf einem MHC II-Molekul. Meist (auf3er bei Thymus-unabhangigen Antigenen)
muss noch eine aktivierte T-Zelle mit dem auf MHC Il prasentierten Antigen und
dem costimulatorischem CD40-Rezeptor auf der Oberflache interagieren, sowie
mittels Zytokinen (IL-4, IL-5) die B-Zelle aktivieren (Abb. 1). Die aktivierte B-Zelle
teilt sich daraufhin (klonale Expansion) und sezerniert als Plasmazelle Antikdrper

entsprechend ihrer Spezifitat [1].
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B-Zelle

T-Zell-

CD 154 Rezeptor IL-4
IL-5
Peptid
B
{%\/( cb 40 MHC I
B-Zelle B-Zelle
Abbildung 1:

Schematischer Ablauf der B-Zell-Aktivierung (in Anlehnung an JANEWAY [16]).

Bei Bindung des spezifischen Antigens an den Antigenrezeptor (A) internalisiert die B-Zelle den Rezeptor (B) und
présentiert anschlieend Bestandteile des internalisierten Partikels auf der Zelloberflache durch MHC II-Molekiile (C).
Meist braucht es zur Aktivierung der B-Zelle noch die Interaktion mit einer ebenfalls aktivierten T-Helferzelle. Der T-
Zell-Rezeptor bindet hierzu an das auf MHC Il prasentierte Peptid; costimulatorisch interagierende Molekiile sind auf
der B-Zelle CD40 und auf der T-Zelle CD154. Die T-Helferzelle fordert ferner auch tber IL-4 und IL-5 die Aktivierung
der B-Zelle.

1.1.2.2 Humorale Komponenten des adaptiven Immunsystems

Zytokine, die eher dem adaptiven Immunsystem zuzuordnen sind, werden
besonders von T-Lymphozyten produziert. Von gro3er Bedeutung sind hier vor
allem IL-2, IL-4, IL-5 und IFN-y. Diese Mediatoren sind wichtig fir Entwicklung,
Wachstum und Differenzierung von Lymphozyten und wirken aktivierend auf

Effektorzellen, wie z.B. Makrophagen (INF-y).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der humoralen Komponenten des adaptiven
Immunsystems sind die von Plasmazellen produzierten Antikdrper. Diese Immun-
globuline (Ig) sind Proteine, die aus zwei leichten und zwei schweren Ketten

bestehen. Leichte und schwere Ketten haben eine variable Region, die die
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Spezifitat des jeweiligen Antikorpers vermitteln und an die das Antigen bindet. Es
gibt funf verschiede Klassen von Immunglobulinen (Isotypen), die sich in ihren
schweren Ketten unterscheiden: IgA, IgD, IgE, 1gG und IgM. Der Antikérper IgD
findet sich nur membranstandig auf B-Zellen, alle anderen vier Antikdrperklassen

werden auch sezerniert (Abb. 2).

lgM-Molekul lgA-Molekdil

* *

Fab'
Fragment

Fc-
Fragment

IgG-Molekil IgE-Molekil

<P Doménen der schweren Kette

Domanen der leichten Kette

Antigen-Binde-Region bestehend aus variablem Teil sowohl der schweren
* als auch der leichten Kette (exemplarisch an einigen Stellen eingezeichnet)

Abbildung 2:
Aufbau der verschiedenen sezernierten Antikdrper-Isotypen.
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Antikorper wirken nicht protektiv durch direkte Zerstérung des Erregers. Die
Funktion dieser Proteine liegt vielmehr darin, die Oberflache des Erregers zu
besetzen (Neutralisierung) um ein ,Andocken® an Wirtszellen zu verhindern.
Ferner aktivieren besonders IgM-Antikérper und bestimmte Subtypen der 1gG-
Antikoérper das Komplementsystem tber den klassischen Weg und sorgen so flr
eine Eliminierung des Erregers. Zudem werden Strukturen, welche an Antikorper
gebunden sind, leichter von Phagozyten aufgenommen (Opsonierung). Hierzu
bindet (z.B. bei IgG) das Fc-Fragment des Antikdrpers (Abb. 2) an einen F¢-

Rezeptor auf der Oberflache professioneller Fresszellen.

Antikdrper vom IgM-Typ zeichnen sich durch eine pentamere Struktur aus, haben
jedoch eine relativ niedrige Affinitdt zum Antigen. Dieser Antikoérpertyp wird bei
primarem Kontakt mit einem Antigen gebildet. In geringer Menge kommt es zu
diesem Zeitpunkt bereits zur Bildung von IgG-Antikorpern, jedoch wird 1gG v.a.
bei zweitem Kontakt mit dem Antigen produziert (Isotyp-Switch). IgG hat eine
langere Halbwertszeit und eine hdhere Affinitat zum Antigen als IgM-Antikorper.
Diese Affinitat der AntikOrper steigt mit zunehmendem Antigenkontakt weiter an
(Affinitatsreifung) und fuhrt somit zu einer optimierten Immunantwort. Im
menschlichen Koérper, gibt es 4 Subklassen von IgG-Molekiilen (IgG1-1gG4), die
sich in einigen Eigenschaften unterscheiden; eine andere Nomenklatur hingegen
wird bei Mausen verwendet. Hier gibt es IgG1, IgG2a, 1gG2b und IgG3. Fiur das
Maus-Modell gilt, dass die Bildung von IgG1-Antikdrpern durch T2-Zellen
gefordert wird; sie zeichnen sich durch eine gute Fahigkeit zur Opsonierung und
zur Neutralisierung aus und kénnen das Komplementsystem sehr gut tiber den
klassischen Weg aktivieren. Ty1-Zellen hingegen beglnstigen eher die Abwehr
gegen intrazellulare Erreger; dies erklart, weshalb IgG2a-Antikorper, die bei
Aktivierung von B-Zellen durch Ty1-Zellen geférdert werden, weniger gut in
Opsonierung, Neutralisierung und Aktivierung des Komplementsystems sind [17].
Umgekehrt ist es moéglich durch Messung der IgG1- und IgG2a-Antikorper
abzuschatzen, welcher T-Helferzellsubtyp an der Immunantwort in der Maus
beteiligt ist (Formel 1) [18, 19]. Schliellich gibt es noch dimere IgA-Antikorper.

Diese dienen dem Schutz von Schleimhauten und gelangen durch rezeptor-
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vermittelte Transzytose durch das Epithel, IgE-Antikorper hingegen haben ihren

physiologischen Sinn in der Abwehr von Parasiten.

Prinzipiell kann durch Beimischung sog. Adjuvantien wie z.B. Aluminiumhydroxid
zu einem Antigen eine normale Immunantwort verstarkt und somit hohere Anti-

korpertiter erreicht werden.

IgG1l

—>1
IgG2a

Ty2 — Zellen -

Formel 1:
Abschéatzung welcher Typus von T-Helferzelle an der Immunantwort in der Maus mitwirkt.

1.2 Sepsis

1.2.1 Geschichte und Definitionen

Das Wort ,.Sepsis” bedeutet in etwa ,Verwesung®, entstammt dem Altgriechischen
und findet erste Erwahnung schon bei Homer [20]. Auch im Corpus
Hippocraticum ist eine Krankheit beschrieben, die ein bis zwei Wochen nach
Verwundung mit Fieber beginnt, durch eine ,faulende Materie* ausgelost wird und
oft mit dem Tod endet. Der Atiologie der Erkrankung kam man erst mehr als
zweitausend Jahre spater durch die Begrindung der modernen Mikrobiologie und
der damit verbundenen Identifikation von Bakterien, Viren und Pilzen auf die
Spur. Sepsis, so weild man heute, ist vor allem eine dysregulierte Immunantwort
auf eine Infektion, wobei der Fachterminus ,Infektion* als Eindringen von
Erregern in den Organismus definiert ist. Hierbei kommt es in erster Linie zum
Kontrollverlust des angeborenen Immunsystems. Da dieses aber eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung des erworbenen Immunsystems spielt, wird nachfolgend
auch jenes beeinflusst. Eine moderne Sepsisdefinition [21], erlautert diese
Dysregulation wie folgt: ,Sepsis ist die Gesamtheit der lebensbedrohlichen
klinischen Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen Veranderungen

als Reaktion auf die Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, die aus einem
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Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die grof3en biologischen Kaskaden-
systeme und spezielle Zellsysteme aktivieren und die Bildung und Freisetzung
humoraler und zellularer Mediatoren ausldsen.” Obgleich diese Definition dem
derzeitigen Kenntnisstand gerecht wird, findet sie im klinischen Alltag und in der
Forschung keine Verwendung. Den hier nétigen einheitlichen Gebrauch von
Fachtermini und die Festlegung klinischer Diagnose-Kriterien wurden 1991 von
dem American College of Chest Physicans und der Society of Critical Care
Medicine auf einer Konsensus-Konferenz in Chicago geregelt [22]. Bis zu diesem
Zeitpunkt waren Sepsis-Studien aufgrund uneinheitlicher Definitionen und
Begriffe nur sehr schwer miteinander vergleichbar. Diese Fachgesellschaften
ubernahmen hierbei die von BONE [23] im Jahr 1989 postulierte, recht allgemein
gehaltene Definition: ,Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen
und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des
Organismus auf diese Invasion.” Neu eingefuhrt wurde auf dieser Konferenz der
Begriff systemic inflammatory response syndrome (SIRS). SIRS ist eine klinische
Reaktion auf einen unspezifischen Insult, gekennzeichnet durch zwei der

folgenden Kriterien:

- Korpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C

- Tachykardie > 90/min
- Tachypnoe > 20/min oder p,CO, < 32 mm Hg
- Leukoyten > 12000/mm? oder < 4000/mm?® oder

> 10% unreife Formen

Sollte SIRS aufgrund einer (klinisch oder mikrobiologisch diagnostizierten)
Infektion auftreten, so definiert dies Sepsis. Wenn es sepsisbedingt zum
Versagen eines oder mehrerer Organsysteme kommt, so handelt es sich um eine
schwere Sepsis. Sepsisbedingte Hypotonie, trotz angemessener Volumen-
substitution und/oder Notwendigkeit der Gabe von Vasopressoren zur Aufrecht-
erhaltung eines adaquaten Perfusionsdrucks, ist kennzeichnend fir den
septischen Schock. Dermal3en geénderte Organfunktion, bei der ohne intensiv-
medizinische Intervention die Homdostase nicht aufrechterhalten werden kann,

ist als multiple organ dysfunction syndrome (MODS) definiert. MODS kann ftr

11
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den Patienten todlich enden und je ausgepragter die Organdysfunktionen sind,
desto hoher die Letalitat der Sepsis [24]. Wahrend mittels intensivmedizinischer
Malnahmen heute viele Patienten die proinflammatorische Sepsis-Phase (SIRS)
uberleben, stellt die sich anschlieRende Phase des compensatory anti-
inflammatory response syndrome (CARS) die moderne Medizin noch immer vor
ein grol3es Problem. CARS ist charakterisiert durch ein vermindertes Vermogen
des Organismus auf Infektionen zu reagieren. [25]. So kann in dieser Phase eine
Infektion, hervorgerufen durch opportunistische Erreger, trotz Antibiotika-Therapie
letal sein. Fur das Uberleben von Sepsis ist daher das richtige Gleichgewicht

zwischen Immunsuppression und Inflammation entscheidend [26].

1.2.2 Epidemiologie

Allen Fortschritten der Intensivmedizin zum Trotz, bleibt Sepsis noch immer ein
sehr haufiges Krankheitsbild mit schlechter Prognose, das in Krankenhausern auf
der ganzen Welt zu finden ist. Zwar haben altere Menschen, immunsupprimierte
Patienten sowie Personen mit schweren Komorbiditaten (z.B. Tumor-
erkrankungen) ein erhdhtes Risiko an Sepsis zu erkranken [27, 28], aber
prinzipiell kann jeder Mensch diese Krankheit erleiden. Alleine in den USA ist die
Erkrankung fir den Tod von mehr als 200.000 Menschen pro Jahr verantwortlich
und wird dort aufgrund steigender Inzidenz und Hospitalisierung sogar noch mehr
an Bedeutung gewinnen [29, 30]. Mit Blick auf eine Sepsisinzidenz in Deutsch-
land von 116 Fallen pro 100.000 Einwohner/Jahr und von schwerer Sepsis und
septischem Schock bis zu 110 Fallen pro 100.000 Einwohner/Jahr, wird klar
erkennbar, dass es sich bei der Sepsis um eine Erkrankung handelt, die eine
enorme gesundheitsbkonomische Bedeutung hat [27]. So kostet z.B. der
Aufenthalt eines an schwerer Sepsis erkrankten Patienten auf der Intensivstation
im Mittel mehr als 20.000 € [31-33]. Allein in Deutschland fallen fir intensiv-
medizinische Behandlung von Patienten mit schwerer Sepsis und septischem
Schock direkte anteilige Kosten in Hohe von 1,77 Milliarden € an, inklusive
indirekt anfallender Kosten sind sogar mit 6,3 Milliarden € zu rechnen [34]. Trotz

enormen Mitteleinsatzes und besseren Verstandnisses der pathophysiologischen

12
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Vorgéange liegt die Letalitéat gerade dieser schweren Sepsis-Formen noch immer
bei etwa 50% [27]. Sepsis und septischer Schock stellen damit nicht nur auf
nicht-kardiologischen Intensivstationen die haufigste Todesursache dar [35],
sondern nach einer Studie des ,Deutschen Kompetenz-Netzwerk Sepsis” sind
septische Erkrankungen deutschlandweit die dritthaufigste Todesursache
tberhaupt [34]. Dabei bleibt die genaue Ursache fir den Tod von erkrankten
Patienten trotz verschiedenster schwerer Sepsis-bedingter Organschaden (haufig
kardial, renal oder hepatisch) auch nach Autopsie in den meisten Fallen
ungeklart [26]. Ein weiterer Grund flr die hohe Letalitat der Sepsis ist, dass es
zurzeit noch keine zuverlassigen biochemischen oder immunologischen
Verfahren zur sicheren Sepsis-Diagnose gibt. So ist man auf die klinische
Diagnose angewiesen. Da aber keine Sepsis-spezifischen Symptome existieren,
sondern viele unspezifische Symptome Zeichen einer Sepsis sein kdnnen, wird
die Diagnose haufig zu spat gestellt. Ferner ist die relativ lange Wartezeit auf
mikrobiologische Befunde und die immer problematischer werdende Resistenz-
lage nosokomialer Keime einer der Griinde, weshalb eine adaquate Therapie oft
nicht beizeiten begonnen wird, jedoch ist solch eine frihzeitige adaquate
Behandlung vor allem mit Antiinfektiva (meist Antibiotika) entscheidend fir die
Senkung der Letalitat [36-39].

1.2.3  Atiologie und Pathogenese der Sepsis

Entscheidend fur den Verlauf der Sepsis ist die Reaktion des Korpers und
weniger Anzahl, Pathogenitat oder Art der Erreger. Zwar sind inzwischen gram-
positive vor gramnegativen Bakterien die haufigsten Mikroorganismen, die eine
Sepsis auslosen [27, 29], aber es kbnnen auch Pilze, Viren, und Parasiten dieses
Krankheitsbild verursachen. Die primare Lokalisation der Infektion liegt in den
meisten Fallen entweder pulmonal oder intraabdominal [27, 40, 41]. Bei Sepsis
kommt es vor allem durch Bindung von Erregerbestandteilen an PRRs zu
Ubermaliger Stimulierung des angeborenen Immunsystems. Besonders gut ist
hierbei die Stimulation durch LPS untersucht. Lipopolysaccharide bilden mit dem

PRR LPS Binding Protein einen Komplex, der an toll-like receptor (TLR) 4 und

13



Einleitung

weitere auf der Oberflache von Makrophagen oder dendritischen Zellen
befindliche Proteine bindet [42]. TLRs sind verantwortlich fur die Initiierung
intrazellularer Signalkaskaden, die schlie3lich Gber den Transkriptionsfaktor NF-
kKB zur Bildung einer Vielzahl proinflammatorischer Zytokine fihren. Wahrend bei
der physiologischen Reaktion auf ein Infektionsereignis die Wirkung pro-
inflammatorischer Zytokine durch neg. Feedback-Mechanismen (Ausschittung
von Antagonisten und antiinflammatorischer Zytokine) gehemmt wird und so der
Korper die Entziindungsreaktion quantitativ und zeitlich begrenzt, scheint bei
Sepsis diese Hemmung unzureichend oder zu spéat zu erfolgen. Es kommt daher
zu einer ,Uberflutung® des Organismus mit Zytokinen (SIRS). Schon lange ist
bekannt, dass TNF eine besonders wichtige Rolle in der frihen Phase der
Sepsis-Pathogenese spielt und Symptome eines septischen Schocks ver-
ursachen kann [43]. Durch die Wirkung dieses und weiterer Zytokine, wie IL-1
und IL-6, sezerniert vor allem von Zellen des angeborenen Immunsystems,
kommt es im Sinne einer Kaskade zu weiterer Ausschittung verschiedener
Zytokine und auch zur Aktivierung weiterer Zellen, wie neutrophiler Granulozyten
und Endothelzellen, die ihrerseits den Entziindungsprozess vorantreiben. Durch
Bindung von Zytokinen an Rezeptoren auf der Oberflache verschiedenster Zellen
kommt es in groBem Umfang zur Bildung sehr unterschiedlicher teils
antagonisierender Mediatoren wie z.B. Stickstoffmonoxid, Endothelin,
Thromboxan A, und Sauerstoffradikalen. Die Wirkung dieser Mediatorexplosion
auf die Organsysteme des menschlichen Koérpers ist sehr vielfaltig; es kann z.B.
im Gefallbett zur Vasodilatation und erhéhten Permeabilitat, gleichzeitig aber
auch zur disseminierten intravasalen Gerinnung und Aktivierung des
Komplementsystems kommen. Die Vasodilatation sowie die erhéhte mikro-
vaskulare Permeabilitat und die bei schwerer Sepsis auftretende Kardio-
myopathie kdnnen zu Minderperfusion und somit zu Organdysfunktion sowie zum
septischen Schock fiihren. Im Anschluss an diese proinflammatorische Phase
stellen sich nach einer individuell unterschiedlichen Verzégerung von einigen
Tagen Gegenregulationsmechanismen des Kérpers (CARS) ein. Es kommt
hierbei zur Ausschuttung antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-4, IL-10, IL-13,

TGF-3 sowie weiterer hemmender Mediatoren, wie Komplementsystem-

14



Einleitung

inaktivatoren, loslichen TNF-Rezeptoren und IL-1 Rezeptor-Antagonisten

(Abb. 3). Ferner ist eine ausgepragte Apoptose von Lymphozyten und eine
Verschiebung des Ty1/Ty2-Verhéaltnisses in Richtung Ty2 zu beobachten [44]. Im
Gegensatz zu ersteren produzieren die Ty2-Zellen antiinflammatorische Zytokine.
Im Prinzip ist diese Gegenregulation (Immunsuppression) sinnvoll, kommt aber
bei Sepsis zu spat bzw. ist ebenfalls Uberschie3end und flhrt somit evtl. zur
volligen Immunparalyse, in der der Korper gegentber Infektionen vermehrt
empfindlich ist. Weiteres wichtigstes Charakteristikum dieser Immunparalyse
nach Sepsis ist die Unfahigkeit auf einen Stimulus hin TNF zu produzieren [45,
46]. Gezeigt wurde bereits, dass im Tiermodell, das auch in dieser Arbeit
verwendet wurde, am zweiten Tag nach induzierter Sepsis eine Immunparalyse
vorliegt [47, 48].

SIRS o frihes MODS

Hyper- A
inflammation L1 IL-6
IL-8
TNF
(7]
S N
5 E .Kontrollbereich*
g 2 A
g 2 I >
o
S . IL-10 - i
= Infektion TGF-B Zeit
IL-4
Immun- IL-13
paralyse CARS —— (nosokomiale)
\ 4 .
Infektion
spates MODS
Abbildung 3:

Zeitverlauf der Immunreaktion bei Sepsis (in Anlehnung an GRIMMINGER et al [49]).

Bei Sepsis folgt der Phase der Hyperinflammation eine Phase der Immunsuppression.
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1.2.4  Therapie der Sepsis

Die Sepsistherapie besteht aus 4 Eckpfeilern [50]. Neben bereits erwahnter anti-
mikrobieller Therapie sind dies die spezielle Sepsistherapie, die chirurgische
Herdsanierung und schlief3lich unterstiitzende MalRnahmen, wie z.B.
Katecholamin- und Volumentherapie. Zur speziellen Sepsistherapie der schweren
Sepsis zahlt vor allem das aktivierte Protein C mit seinen antikoagulatorischen,
fibrinolytischen und antiinflammatorischen Wirkungen [51]. Es konnte gezeigt
werden, dass der Einsatz dieses Therapeutikums bei schwerer Sepsis die Organ-
dysfunktion verringerte [52] und das Uberleben verbesserte [53, 54]. Seither wird
die Anwendung in den Therapie-Leitlinien unter bestimmten Voraussetzungen
empfohlen [55, 56]. Jedoch konnte eine im Jahr 2008 vero6ffentlichte Meta-
Analyse [57] die Letalitatssenkung nicht bestatigen. Aul3erdem sollte der Einsatz
dieser sehr kostenintensiven Therapie [58-60] stets individuell kritisch abgewogen
werden, da ein erhdhtes Blutungsrisiko mit diesem Therapeutikum in Kauf
genommen wird [61]. Noch kontroverser ist die Diskussion Uber spezielle Sepsis-
therapie mit Kortikosteroiden. Offenbar kann es sein, dass bei septischem
Schock effektiv zu wenig immunmodulatorische Wirkung des endogenen
Cortisols vorliegt. Bedingt ist dies durch periphere Cortisol-Resistenz und eine
durch Stérung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse hervor-
gerufene relative Nebennierenrindeninsuffizienz, welche prognostisch eine grol3e
Bedeutung hat [62]. W&hrend schon seit langem unumstritten ist, dass hoch-
dosierte Kortikoidtherapie die Letalitdt der Sepsis erhoht [63, 64], scheint die
Gabe von niedrig dosiertem Hydrokortison (Stressdosen) durch Erh6éhung des
peripheren GefalRwiderstandes die Hamodynamik von Patienten im septischen
Schock zu verbessern. Insgesamt kommt es somit zu einer geringeren Therapie-
dauer mit Vasopressoren [65, 66]. Weiterhin begrenzt Hydrokortison die tber-
schiefRende proinflammatorische Reaktion und soll insgesamt durch dieses
Wirkungsprofil die Uberlebenschancen von Patienten im septischen Schock
verbessern [67], wobei eine im Jahr 2008 veroffentlichte Studie diesen

Uberlebensvorteil nicht bestatigen konnte [68].
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Die vier oben erwéhnten Eckpfeiler zeigen schon auf, dass die Therapie bisher
eher supportiven Charakters ist. Eine grof3e Anzahl von Therapieansatzen mit
dem Ziel in das komplexe Zytokin-Netzwerk einzugreifen, schlug fehl bzw. war
nur fur kleine Subgruppen von Patienten von Vorteil [69]. Sowohl die Injektion von
Antikérpern gegen LPS [70], die Anti-TNF-Therapie [71-73] und die Ver-
abreichung von IL-1-Rezeptor-Antagonisten [74, 75] brachten bisher keinen
Erfolg. Weshalb diese Studien genau scheiterten, ist nicht klar und mégliche
Erklarungsansatze gibt es viele. Einerseits ist vermutlich unser Wissen uber die
komplexe Interaktion zwischen Erreger und Immunsystem noch nicht aus-
reichend. Anderseits kann angefiihrt werden, dass die - wie in vielen Studien
verfolgte - alleinige Hemmung eines Zytokins aufgrund der in Kapitel 1.1.1.2
beschriebenen Redundanz der Zytokine evtl. nicht ausreicht. Weiterhin ist
anzumerken, dass ein Therapieversuch durch Hemmung proinflammatorischer
Zytokine nach Diagnose SIRS-definierender Symptome schon zu spéat sein
kénnte und dass eine adaquate Entztindungsantwort zur Elimination der Erreger
essenziell ist [76]. Ferner darf der biphasische antagonisierende Verlauf dieser
Erkrankung nicht unbertcksichtigt bleiben; so ist es vielleicht Gberhaupt nicht
maoglich eine universell wirksame Therapie zu finden, denn z.B. eine rein anti-
hyperinflammatorische Therapie zum falschen Zeitpunkt konnte die CARS-Phase
verlangern [77] bzw. eine Immunparalyse beglnstigen. Sollte es aber mdglich
werden, SIRS und CARS diagnostisch sicher zu trennen, ware es denkbar, dass
in Zukunft zwei differenzialtherapeutische Ansatze die Therapie der Sepsis

bestimmen.

Da CARS héaufig den Tod von Sepsis-Patienten verursacht, ist es von grofl3er
Bedeutung, der Immunparalyse selbst und Mechanismen, die zu ihr fihren, auf
den Grund zu gehen. Mdgliche derzeit experimentelle Ansatzpunkte hierzu

werden in Kapitel 5.2 naher diskutiert.
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1.25 Sepsis-Modelle

Um die komplexen Vorgange bei Sepsis im menschlichen Korper besser
verstehen zu kénnen, versuchte man schon seit langem mittels Tiermodellen der
Erkrankung auf die Spur zu kommen. Die wichtigsten Modelle werden im

Folgenden kurz erlautert.

1.2.5.1 Injektionsmodelle

Schon friih zeigte sich, dass LPS als Bestandteil der Zellwand gramnegativer
Bakterien eine Rolle bei Sepsis spielen kann. Daher wurden viele Tierversuche
mit diesem Glykolipid durchgefuihrt. Verschiedenste Ausfiihrungen der Modelle
kamen hier zur Anwendung: Intraperitonale, parenterale Injektion, Verabreichung
in einem Bolus oder Uber die Zeit verteilt mittels eines Pumpsystems. In diesen
LPS-Injektionsmodellen konnte man viele klinische Symptome des septischen
Schocks wiederfinden. Eine Weiterentwicklung dieser Modelle bestand in der
direkten Injektion von Bakterien. Der Vorteil liegt darin, dass nicht nur LPS als
Stimulus fur das Auslésen der Sepsis verantwortlich ist, sondern auch andere
Bestandteile der Bakterien. Ferner konnen sich lebende Bakterien, wie in Realitat

bei Sepsis, teilen.

1.2.5.2 Peritonitismodelle

Die Peritionitismodelle sind derzeit Goldstandard der Sepsis-Tiermodelle und
tragen der Tatsache Rechnung, dass Sepsis nicht selten postoperativ auftritt und
dass eine Infektion im Abdomen eine haufige primare Lokalisation ist [27, 40, 41].
Sowohl der bei diesen Tiermodellen vorgenommene operative Eingriff selbst als
auch die durch den Mix naturlicher Darmbakterien hervorgerufene Peritonitis sind
Grunde dafir, warum diese Modelle der Realitdt nd&her kommen als die zuvor
dargestellten Injektionsmodelle. Die beiden wichtigsten Modelle hierbei sind die
colon ascendens stent peritonitis (CASP) und die cecal ligation and puncture
(CLP). Bei CASP wird den Tieren wahrend einer kurzen Operation ein Stent

implantiert, der eine Verbindung zwischen Colon ascendens und Peritonealhthle
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schafft [78]. Hierdurch kommt es zu einem permanenten Ubertritt von Bakterien
aus dem Darmlumen in das Peritoneum. CASP ist ein haufig verwendetes Modell
flr eine Anastomoseninsuffizienz nach abdominellen chirurgischen Eingriffen und
damit verbundener diffuser Peritonitis. CLP ist ebenfalls ein gut etabliertes
Peritonitismodell, bei der das Z6kum mit einem Faden abgebunden und der
abgebundene Darm mit einer Nadel punktiert wird, um schlie3lich Darminhalt aus
der kleinen Offnung zu pressen [79]. Im Gegensatz zu CASP hat CLP den Vorteil,
dass es zur Einbettung des verletzten Darmabschnittes in Fibrin und somit zur
Lokalisation der Infektion [80] kommt. In dieser Arbeit ist daher das CLP-Modell

verwendet worden.

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, im Mausmodell zu untersuchen, ob die Immunparalyse nach
Sepsis einen Einfluss auf die primare Antikdrperproduktion der Tiere hat und

welchen Einfluss der Faktor Zeit hierbei spielt.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Reagenzien

4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz  Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Albumin from chicken egg white Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Aluminiumhydroxid (Imject® Alum) Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA

Diethanolamin Merck, Darmstadt

Diethylether Acros Organics, Geel, Belgien
Ethanol Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Ketamin 10% (Ketaminhydrochlorid) WDT, Garbsen

Magermilchpulver Granovita, Lineburg
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA
Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Salzsaure Merck, Darmstadt

Schwefelsaure Merck, Darmstadt

TMB Substrate Reagent Set Becton Dickinson, Heidelberg

Tris (Trishydroxylmethylamino- USB Corporation, Cleveland, OH, USA
methan)

Tween® 20 Fluka-Chemie, Buchs, Schweiz
Xylazin 2% (Xylazinhydrochlorid) CP-Pharma, Burgdorf
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2.2 Puffer und L6sungen

ELISA-Blockierungs-L6sung
ELISA-Substratpuffer (AP)

ELISA-Substratlosung (AP)

ELISA-Waschlésung (TBS-Tween)
PBS-Puffer

TBS-Puffer

2.3 Antikorper

anti-mouse IgG (whole molecule)
anti-mouse IgG1
anti-mouse IgG2a

anti-mouse IgM (u-chain specific)

2.4 Tiere

NMRI-Mause

5% (w/v) Magermilchpulver in PBS
24 mM MgCl,

9,8% (v/v) Diethanolamin

in demineralisiertem (dem.) H,O
(pH =9,8)

0,1% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat
Dinatriumsalz

in ELISA-Substratpuffer (AP)
0,05% (v/v) Tween® 20 in TBS
137 mM NacCl

6,5 mM Na,HPO,4 x H,O

1,5 mM KH,PO,

2,7 mM KCI

in dem. H,O (pH =7,3)

140 mM NacCl

3 mM KCI

16 mM Tris

in dem. H,O (pH = 7,4)

SIGMA-Aldrich, Steinheim
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
SIGMA-Aldrich, Steinheim

Harlan Winkelmann, Borchen
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2.5 Verbrauchsmaterialien

ELISA-96-Loch-Platten:
Nunc-Immuno 96 MicroWell
Plate Maxisorb

Baumwollfaden

(Durchmesser 0,12 mm)

Kanulen (Durchmesser 0,4 mm)

Parafilm® “Mm”

Spritzen (1 ml)
Wundklammern
(7,5mm x 1,75 mm)

2.6 Gerate

ELISA-Reader:
Fusion™ Universal Microplate
Analyzer
Vortexer:
MS2 Minishaker
Waagen:
CP224S
PJ400
Zentrifuge:
Centrifuge 5418

2.7 Software

Microsoft Excel 2003
SPSS fur Windows 15.0

Nunc, Roskilde, Danemark

Hautum Stoffe, Regensburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Petchiney Plastic Packaging, Chicago,
IL, USA

Becton Dickinson, Heidelberg

Tierarztebedarf Lehnecke, Schortens

Packard Bioscience, Rodgau-

Jigesheim

IKA Works, Wilmington, NC, USA

Sartorius, Gottingen
Mettler, Giel3en

Eppendorf, Hamburg

Microsoft, Redmond, WA, USA
SPSS, Chicago, IL, USA
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3 Methoden

3.1 Tierexperimentelle Methoden

3.1.1  Tierhaltung

Alle verwendeten Mause waren 8 Wochen alte weibliche NMRI-Mause. Sie
wurden entsprechend der Haltungsvorschriften untergebracht, hatten einen 12-
stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus und erhielten die speziesspezifische Standard-

diat und Leitungswasser ad libitum.

3.1.2 Anasthesie

Die Anéasthesie erfolgte durch eine intraperitoneal applizierte Injektion von 10 pl/g
Maus einer sterilen Losung aus 7,5% Ketamin (10% Ketaminhydrochlorid) und
8% Xylazin (2% Xylazinhydrochlorid) in PBS. Der Erfolg der Anasthesie wurde

durch Drucktest an den Hinterpfoten sichergestellt.

3.1.3 Laparotomie

Alle operativen Eingriffe sind unter keimarmen Bedingungen durchgefihrt
worden. Um Infektionen mit exogenen Erregern zu vermeiden, wurden samtliche
Gerate sowie die Arbeitsflachen sorgfaltig mit Wasser gereinigt und mit Ethanol
(70%) desinfiziert.

3.1.3.1 Zokale Ligatur und Perforation (CLP)

Die Induktion einer experimentellen septischen Peritonitis wurde mittels CLP
durchgefihrt. Nach Sicherstellung der vollstdndigen Anasthesie wurden die Tiere
aus dem Kafig genommen, auf den Rucken gelegt und der kaudale ventrale

Bereich des Fells, besonders das Hypogastrium mit Ethanol (70%) angefeuchtet.
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AnschlieBend wurden Fell und Peritoneum mit einem ca. 1 cm langen Schnittes
entlang der Linea alba aufgeschnitten. Dann wurde das Zokum identifiziert,
vorsichtig aus der engen Offnung gezogen und auf ein zurechtgeschnittenes und
desinfiziertes Stiick Parafilm® gelegt. SchlieRlich wurden die distalen 30% des
Zokums mit einem Baumwollfaden der Starke 0,12 mm abgebunden und die
uberstehenden Enden des Fadens entfernt. Die nachfolgende Perforation erfolgte
mittels Einstich einer sterilen Kantle (0,4 mm Durchmesser) in den abge-
bundenen Teil des Blinddarms. Durch die kleine Offnung wurde ein wenig Darm-
inhalt herausgepresst. Nach Perforation wurde das Zokum vorsichtig in das
Peritoneum zurlckgelegt und Bauchdecke und Fell gemeinsam durch drei Wund-
klammern verschlossen. Die operierten Mause wurden in frisch eingestreute

Kafige gelegt und bis zum Erwachen regelmafig kontrolliert.

3.1.3.2 ,Sham-OP"

Die Sham-OP (engl.: sham = fingiert) ist eine vorgetduschte CLP. Die
Behandlung der Mause, an denen solch eine Operation durchgefuhrt wurde, war
identisch mit der Behandlung der Mause, die eine CLP erhielten, jedoch wurde
hier nach Identifizierung des Zokums dieses zuriick in den Situs gelegt und ohne
Ligation und ohne Punktion die Bauchdecke zusammen mit dem Fell

geschlossen.

3.1.4 Immunisierung

Die Immunisierung erfolgte mittels einer sterilen Kanule (0,4 mm Durchmesser)
subkutan in beide Hinterpfoten. Je Hinterpfote wurden 50 pl injiziert, bestehend
aus 25 ul PBS, in das 16,6 ug Ovalbumin (Albumin from chicken egg white)

geldst waren, emulgiert mit 25 ul Aluminiumhydroxid (Imject® Alum) als Adjuvans.
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3.1.5 Gewinnung von Serum

Am 8. Tag nach der Immunisierung erfolgte unter Narkose mit Diethylether die
Blutentnahme aus dem retroorbitalen Venenplexus. Unmittelbar danach wurden

die Mause durch Genickzug getotet.

Zur Gewinnung von Serum aus Vollblut wurde das abgenommene Blut eine
Stunde bei Raumtemperatur und anschlie3end tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde es bei 6000 rpm fur 5 min zentrifugiert, das Serum vorsichtig
abgenommen, aliquotiert und bei -20 °C bis zur Untersuchung (siehe 3.3.2 und

3.3.3) eingefroren.

3.1.6  Bildung von Pool-Serum

Falls mehrere Mauseseren nicht einzeln analysiert, sondern vor der Analyse zu
einem sog. Pool-Serum zusammengefasst wurden, so wurde sichergestellt, dass
jede in diesem Pool enthaltene Maus eine zum Pool-Volumen gleich grof3en

Antelil beitrug.

3.2 Versuchsplanung

3.2.1  Untersuchung der Antikdrperantwort nach Immunisierung

wahrend der Immunparalyse

Mehrere Gruppen a 5 NMRI-Mause wurden unterschiedlich behandelt, um den
Einfluss der Immunparalyse auf die Antikorperproduktion zu untersuchen. Eine
Gruppe (,neg. Kontrolle*) wurde nur immunisiert (siehe 3.1.4). Die tbrigen
Gruppen erhielten 2 Tage vor der Immunisierung jeweils eine unterschiedliche
Behandlung. Eine Mausgruppe (,nur Narkose*) wurde nur narkotisiert (siehe
3.1.2). Tiere einer weiteren Gruppe (,Sham-OP*) wurde das Peritoneum eroffnet
und wieder verschlossen, ohne den Blinddarm abzubinden und zu perforieren
(siehe 3.1.3.2). Den Mausen der vierten Gruppe (,CLP“) wurde der Blinddarm ab-

gebunden und perforiert (siehe 3.1.3.1), wodurch bei dieser Gruppe die
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Immunisierung 2 Tage danach in die Immunparalyse-Phase fiel. Durch die
Gruppen ,nur Narkose* und ,Sham-OP* sollte festgestellt werden, ob Narkose
oder die reine Laparotomie ohne Darmperforation (Sham-OP) einen Einfluss auf
die Antikérperantwort haben. Am 8. Tag nach Immunisierung wurde allen M&ausen
Blut abgenommen (siehe 3.1.5) und per enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) die Antikorper im Serum gemessen (Abb. 4).

5 Mause: 5 Mause: 5 Mause : 5 Mause:
neg. Kontrolle nur Narkose Sham-OP CLP
2 d Abstand

Immunisierung aller Mause

8 d Abstand

Blutabnahme und Analyse des Serums im ELISA

Abbildung 4:

Versuchsplan zur Untersuchung der Antikérperantwort nach Immunisierung wahrend der Immunparalyse.
Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Antikdrper-Werte im Serum
bestimmt. Die Mause waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2 Tage vor Immunisierung

entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP*) oder einer CLP unterzogen.

3.2.2 Untersuchung des zeitabhangigen Einflusses einer septischen

Peritonitis auf die Antikdrper-Antwort

Zur Untersuchung wie sich unterschiedliche zeitliche Abstande zwischen CLP
und Immunisierung auf die AntikGrperantwort auswirken, wurden Tiergruppen
(n =5 pro Gruppe) an verschiedenen Tagen nach CLP immunisiert (siehe 3.1.4).
Acht Tage nach der Immunisierung wurde den Tieren Blut abgenommen, das

Serum jeder Gruppe gepoolt (siehe 3.1.6) und die Antikdrpermenge im ELISA
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gemessen. Aufgrund des Umfangs wurde der Versuch in zwei Teilen durch-
gefuhrt (Versuchsteil A und Versuchsteil B). Zur Detektion der Nachweisgrenze
des Testsystems enthielt jeder Versuchsteil eine Gruppe mit unbehandelten
Mausen. AulRerdem beinhaltete jeder der beiden Teile zuséatzlich eine Gruppe
,ohne CLP*, die lediglich immunisiert wurde. Zusatzlich wurden zur versuchs-
internen Standardisierung und zur Bestimmung der interindividuellen
Schwankungsbreite noch 5 Mause immunisiert, die ebenfalls keine CLP erhalten

hatten und deren Serum nicht zu einem Pool zusammengefasst wurde (Abb. 5).
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Versuchsteil B

Versuchsteil A

AN AN
- I - I
CLP-Gruppe 14 d Abstand
8 d Abstand
CLP-Gruppe
6 d Abstand
CLP-Gruppe
4 d Abstand
CLP-Gruppe
3 d Abstand
CLP-Gruppe
2 d Abstand
CLP-Gruppe
1 d Abstand
CLP-Gruppe
unbehandelte unbehandelte 5 unbehandelte
Mausgruppe Mausgruppe Einzelmause
(,ohne CLP*) (,ohne CLP*) (,ohne CLP*)
Immunisierung
8 d Abstand 8 d Abstand

unbehandelte
Mausgruppe
(Nachweisgrenze)

unbehandelte
Mausgruppe
(Nachweisgrenze)

Blutabnahme, Bildung von Seren-Pools fur Versuchsteil A und B und Analyse des Serums im ELISA

Abbildung 5:

Versuchsplan zur Untersuchung des zeitabhangigen Einflusses einer septischen Peritonitis auf die Anti-

kdrper-Antwort.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.

aus den Einzelmausen (,o0hne CLP*) die Antikérper-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung wurden die Mause im

angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen.
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3.3 ,Enzyme-linked immunosorbent assay*

3.3.1 Allgemeines Prinzip der ELISA-Methode

Zur quantitativen Bestimmung der Antikérper im Serum der Mause wurde ein
ELISA durchgefihrt. Die Detektion von Antikérpern mittels dieses Assays wurde
erstmals 1972 von ENGVALL und PERLMANN beschrieben [81]. Das Prinzip des
ELISAs besteht darin, dass zum Nachweis von Antikdrpern diese in
verschiedenen Verdinnungen direkt bzw. indirekt an die feste Phase einer Mikro-
titerplatte gebunden werden. Sogenannte Detection-Antikorper, die mit einem
Enzym markiert sind, binden spezifisch an die nachzuweisenden Antikdrper und
l6sen nach Zugabe von Enzym-spezifischem Substrat eine Farbreaktion aus. Die
Intensitat der Farbe ist dabei von der an die Mikrotiterplatte gebundene Anti-
kérpermenge abhéangig. Mit monochromatischem Licht der Wellenlange des
Absorptionsmaximums Ao, des entstandenen Produktes wird im Photometer die
Transmission nach Farbreaktion gemessen (Formel 2) und direkt umgerechnet in

die Absorption (Formel 3).

7= Transmission
I = Intensitat des monochromatischen Lichtes bei Anax hach Durchgang durch Lésung

Ip = Intensitat des monochromatischen Lichtes bei Anax Vor Durchgang durch Losung

Formel 2:

Definition der Transmission.

A — —10g10 T

A = Absorption

T = Transmission

Formel 3:

Zusammenhang zwischen Absorption und Transmission.
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3.3.2 Bestimmung der Ovalbumin-spezifischen Antikdrper

Ovalbumin-spezifische Antikorper wurden mittels indirektem ELISA nach-
gewiesen (Abb. 6). Hierzu wurden die wells einer 96-Loch-Mikrotiterplatten
(Nunc-Immuno 96 MicroWell Plate Maxisorb) mit 100 pl/well einer L6sung von
10 pg/ml Ovalbumin in PBS beschichtet und Giber Nacht bei 4 °C inkubiert. In
einem weiteren Schritt erfolgte das Waschen der Mikrotiterplatten mit TBS-Tween
(dreimal 300 pl/well). Anschlie3end wurden alle noch offenen Proteinbindungs-
stellen mit 300 pl/well einer Blockierungs-Losung, bestehend aus 5% (w/v)
Magermilchpulver in PBS, besetzt. Nach 2 Stunden Inkubation bei Raum-
temperatur wurden die ELISA-Platten gewaschen (siehe oben) und 100 pl/well
des zu untersuchenden Serums in verschiedenen Verdiunnungen in PBS
aufgetragen. Nach Lagerung der Mikrotiterplatten fir 4 Stunden bei Raum-
temperatur wurden sie erneut gewaschen (siehe oben), um nicht-gebundene
Antikorper wieder aus den ELISA-Platten zu spilen. Danach wurden die sog.
Detection-Antikorper (100 pl/well) aufgetragen und fir 90 Minuten bei Raum-
temperatur auf den Platten belassen. Fir die Messung der gesamten Ovalbumin-
spezifischen IgG-Antikdrper-Menge wurde der Detektions-Antikorper anti-mouse-
IgG (whole molecule), der mit dem Enzym AP (alkalische Phosphatase) markiert
ist, in einer Verdiunnung von 1 : 30.000 in PBS verwendet. Die gleiche
Verdinnung wurde bei dem ebenfalls AP-gekoppelten Detection-Antikorper anti-
mouse-IgM (u-chain specific) zur Messung der Ovalbumin-spezifischen IgM-Anti-
korper-Menge benutzt. Bei der Ovalbumin-spezifischen IgG1-Antikdrper-Antwort
(anti-mouse 1gG1) bzw. IgG2a-Antikorper-Antwort (anti-mouse IgG2a) wurden
beide Antikorper in einer Verdiinnung von 1 : 1.000 in PBS aufgetragen. Diese
beiden Detection-Antikérper sind mit dem Enzym HRP (Meerrettichperoxidase)
gekoppelt. Nach einem letzten Waschschritt (siehe oben) erfolgte die Auftragung
des Substrats (100 pl/well). Fir die AP-gekoppelten Antikdrper besteht das
Substrat aus 0,1% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz in ELISA-Substrat-
puffer (AP). Nach etwa 30 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur wurde die
Reaktion mit 50 pl/well 3 M NaOH gestoppt und anschlieRend konnte im ELISA-
Reader bei 405 nm die Absorption gemessen werden. Bei den HRP-gekoppelten

Antikorpern wurde nach dem Auftragen der Substratlosung (TMB Substrate
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Reagent Set) nach etwa 20 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur die Reaktion
mit 50 pl/well 1 M H,SO, abgestoppt und die Absorption der Mikrotiterplatten im
ELISA-Reader bei 450 nm gemessen.

\_/ Detektions-Antikdrper
(enzymmarkiert)

Zu messende
Ovalbumin-spezifische
Antikdrper

Mikrotiterplatte

Abbildung 6:
Schematische Darstellung des verwendeten indirekten ELISAs zur Messung der Ovalbumin-spezifischen
Antikdrpermenge in den Seren der untersuchten Mause.

3.3.3  Bestimmung der unspezifischen Antikorper

Die Bestimmung der Gesamt-IgG- und Gesamt-IgM-Antikérper wurde mittels
direktem ELISA durchgeftihrt (Abb. 7). Die 96-Loch-Mikrotiterplatten wurden
hierzu in verschiedenen Verdinnungen direkt mit Serum (100 pl/well)
beschichtet. Nach Lagerung der 96-Loch-Platten bei 4 °C ber Nacht wurden die
Mikrotiterplatten gewaschen und die noch offenen Proteinbindungsstellen
blockiert (analog zu Kapitel 3.3.2). Nach 2 Stunden Inkubation bei Raum-
temperatur wurden die ELISA-Platten wieder gewaschen (siehe oben) und

anschliel3end die AP-gekoppelten Detection-Antikérper anti-mouse IgG (whole
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molecule) bzw. anti-mouse IgM (p-chain specific) in einer Verdliinnung von

1 :30.000 in PBS aufgetragen und fir 90 Minuten bei Raumtemperatur in den
Platten stehen gelassen. Dann wurde nochmals gewaschen (siehe oben), um die
nicht gebundenen Detection-Antikorper wieder aus der Platte zu entfernen.
SchlieB3lich wurde die AP-Substratldsung (siehe oben) aufgetragen und nach
etwa 30 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur die Reaktion mit 50 ul/well 3 M
NaOH gestoppt. Die Mikrotiterplatte wurde im ELISA-Reader bei 405 nm aus-

gelesen.
\_/ Detektions-Antikorper
(enzymmarkiert)
zu messende
Antikdrper
Mikrotiterplatte
Abbildung 7:

Schematische Darstellung des verwendeten direkten ELISAs zur Messung der Gesamt-lgG- und Gesamt-IgM-

Antikdrpermenge in den Seren der untersuchten Mause.

3.34 ELISA-Auswertung

Auf jeder ELISA-Platte wurde ein Leerwert mitgeftihrt. Dieser wurde identisch wie
der Rest der Platte behandelt, nur wurde hier PBS anstatt Serum aufgetragen.
Ferner wurde auf jeder Mikrotiterplatte ein Standard-Serum in den gleichen
Verdunnungsschritten wie das zu untersuchende Serum mitgeftihrt, um eine

Vergleichbarkeit der einzelnen Mikrotiterplatten sicherzustellen. Dieses
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Standardserum enthielt Ovalbumin-spezifische Antikérper. Nach Subtraktion der
Absorption des Leerwertes von allen gemessenen Werten einer Platte erfolgte
die Auswertung mit Hilfe dieses aufgetragenen Standardserums. Hierzu wurde
dessen Absorption bei verschiedenen Verdinnungen gegen die Verdiinnungen
(logarithmische Skalierung) aufgetragen (beispielhaft in Abb. 8). Dabei ergibt sich
eine sigmoide Kurve. Alle Werte dieser Standardserumkurve, die sich im
naherungsweise linearen Bereich des Graphen befanden, wurden verbunden und
eine gemittelte Gerade durch diese Punkte gelegt (lineare Regression). Die
Steigung dieser Geraden konnte dann errechnet werden. AnschlieR3end wurde ftr
jede Antikorperklasse (z.B. Gesamt-lgG) eine Verdinnung gesucht, bei der die
Absorptionen aller analysierten Mause und aller mit aufgetragenen Standards im
linearen Bereich liegen. Bei dieser Verdinnung konnte dann der Quotient Q
gebildet werden (Formel 4), der sich aus der Absorption des zu analysierenden
Mauseserums und des flur die Platte spezifischen aus der Standard-Geraden
errechneten Standards ergibt. Durch diesen Quotienten ist es mdglich,
Schwankungen der Absorption verschiedener ELISA-Platten auszugleichen und

die auf den Platten gemessenen Werte zu standardisieren.
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0,9 1 A(v) =0,5556 xIg(v) + 1,782
0,8
0,7 4
06 -
0,5 +

0,4 -

Absorption A

0,3 4
0,2 1

0,1 4

0,0 T T T
0,0001 0,001 0,01 0,1

Verdinnung v

Abbildung 8:

Beispiel einer Standardkurve.

Verdiinnungen des Standards jeder ELISA-Platte aufgetragen gegen die bei diesen Verdiinnungen gemessenen

Absorptionen ergibt eine sigmoide Kurve. Der ndherungsweise lineare Bereich dieser sigmoiden Kurve wurde

bestimmt (lineare Regression) und eine Gerade durch diese Punkte gelegt.

Q] =rEU

A4 = Absorption des zu analysierenden Serums
(linearer Bereich der sigmoiden Kurve)

As: = (aus Geradengleichung errechnete) Absorption des Standards auf derselben
Mikrotiterplatte
(bei gleicher Verdinnung wie Ay und ebenfalls im linearen Bereich der Kurve)

@ = Quotient (in rEU = relativen ELISA-Units)

Formel 4:
Definition der Einheit , relative ELISA-Unit“.
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3.4 Statistik

Bei allen Versuchen sind die Ergebnisse der Tierexperimente als Mittelwerte
(MW) £ Standardabweichung (SD) angegeben, sofern kein Serum-Pool
eingesetzt worden war. Mittels Post-Hoc-Test nach Scheffé konnte auf statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen gepruft werden,
nachdem in der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) ein signifikanter
Unterschied der MW festgestellt wurde. Im Ergebnisteil wurden jeweils in
Klammern die bei einfaktorieller Varianzanalyse resultierende Signifikanz (p), der
F-Wert (F) und die Freiheitsgrade (df) mit angegeben. Das Signifikanzniveau lag
bei p < 0,05. Samtliche statistischen Analysen wurden mit dem Programm SPSS
fur Windows 15.0 durchgefuhrt.

Bei allen Versuchen wurden im ELISA sowohl fir untersuchtes Serum als auch
fur Standard und Leerwert mindestens Duplikate aufgetragen und diese jeweils
gemittelt.

35



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Antikorperantwort nach Immunisierung wahrend der

Immunparalyse

Um den Einfluss der Immunparalyse auf die Antikdrperproduktion zu untersuchen
wurden Gruppen a 5 NMRI-M&ause unterschiedlich behandelt (Abb. 4). Eine
Gruppe (,nheg. Kontrolle*) wurde nur mit einer Ovalbumin-Aluminiumhydroxid-
L6sung immunisiert. Die Gbrigen Gruppen erhielten zwei Tage vor der
Immunisierung jeweils eine Vorbehandlung. Eine Mausgruppe (,nur Narkose*)
wurde nur narkotisiert. Tiere einer weiteren Gruppe (,Sham-OP*) wurde das
Peritoneum eroffnet und wieder verschlossen, ohne den Blinddarm abzubinden
und zu perforieren. Den Mausen der vierten Gruppe (,CLP*) wurde der Blinddarm
abgebunden und perforiert, wodurch bei dieser Gruppe die Immunisierung 2 Tage
danach in die Immunparalyse-Phase fiel. Durch die Gruppen ,nur Narkose* und
~>ham-OP* sollte festgestellt werden, ob Narkose oder die reine Laparotomie
ohne Darmperforation (Sham-OP) einen Einfluss auf die Antikbrperantwort
haben. Am 8. Tag nach Immunisierung wurde allen Mausen Blut abgenommen

und per ELISA die Antikdrper im Serum gemessen.
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41.1  Gesamt-lgM-Antwort

Bei der Untersuchung der IgM-Gesamtmenge (Abb. 9) im Serum der Mause
wurden signifikante Unterschiede zwischen der CLP-Gruppe und den anderen
Gruppen festgestellt (F = 30,196; df = 3; p < 0,001). Nach CLP fanden sich
signifikant mehr IgM-Antikdrper im Serum der Mause. Unter den anderen

Gruppen war kein signifikanter Unterschied feststellbar.

p < 0,001
p < 0,001

17 1 —————— p=<0,001
1,5 - [
13 - J
1,1 1

0,9 -

I
05 : J

0,3 A J_

neg. Kontrolle  nur Narkose Sham-OP CLP

ges. IgM [rEU]

e

0,1

Behandlung am Tag 2 vor Immunisierung

Abbildung 9:

Gesamt-IgM nach Immunisierung und unterschiedlicher Vorbehandlung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Gesamt-lgM-Werte im
Serum bestimmt. Die M&use waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2 Tage vor
Immunisierung entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP") oder einer CLP unterzogen.
Der p-Wert wurde fur alle Gruppenvergleiche angegeben, bei denen im Post-Hoc-Test nach Scheffé ein signifikanter
Unterschied gefunden wurde. Dargestellt sind MW + SD.
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4.1.2  Ovalbumin-spezifische IgM-Antwort

Da mit Ovalbumin immunisiert worden war, war es auch moglich die Ovalbumin-
spezifische IgM-Antikorpermenge (Abb. 10) zu messen. Alle Gruppen verhielten
sich relativ ahnlich. Kein signifikanter Unterschied war unter den Gruppen zu
erkennen.

1,5 1
1,3 1
151

0,9 4 T T

0,7 1

|

0,5

Ovalbumin-spez. IgM [rEU]
I_._

0,1 4

neg. Kontrolle  nur Narkose Sham-OP CLP

Behandlung am Tag 2 vor Immunisierung

Abbildung 10:

Ovalbumin-spezifisches IgM nach Immunisierung und unterschiedlicher Vorbehandlung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Ovalbumin-spezifischen
IgM-Werte im Serum bestimmt. Die Mause waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2 Tage
vor Immunisierung entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP*) oder einer CLP
unterzogen. Im Post-Hoc-Test nach Scheffé wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden.
Dargestellt sind MW + SD.
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41.3  Gesamt-lgG-Antwort

Die Bestimmung der Gesamt-lgG-Menge ergab (Abb. 11), dass nach CLP
signifikant mehr IgG-Antikorper im Serum waren (F = 34,870; df = 3; p < 0,001)
als in den anderen Gruppen. Untereinander war bei diesen Gruppen kein

signifikanter Unterschied feststellbar.

p < 0,001
p < 0,001
1,5 4
p < 0,001
1,3 T
1,1 4 l
2
= 0,9 4
o) 2
g D 1
> | T
0,5 - J_ =
0,3 1
0,1 -
neg. Kontrolle  nur Narkose Sham-OP CLP
Behandlung am Tag 2 vor Immunisierung
Abbildung 11:

Gesamt-lgG nach Immunisierung und unterschiedlicher Vorbehandlung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Gesamt-IlgG-Werte im
Serum bestimmt. Die Mause waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2 Tage vor
Immunisierung entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP") oder einer CLP unterzogen.
Der p-Wert wurde fiur alle Gruppenvergleiche angegeben, bei denen im Post-Hoc-Test nach Scheffé ein signifikanter
Unterschied gefunden wurde. Dargestellt sind MW + SD.
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4.1.4  Ovalbumin-spezifische IgG-Antwort

Bei der Bestimmung der Ovalbumin-spezifischen IgG-Antikdrpermenge (Abb. 12)
bestand ein Unterschied zwischen den Gruppen (F = 7,645; df = 3; p = 0,002). Im
Serum der Gruppe mit CLP-Vorbehandlung wurden signifikant weniger Antikérper
als in den drei anderen Gruppen gefunden. Unter den letztgenannten war kein

signifikanter Unterschied feststellbar.
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Abbildung 12:

Ovalbumin-spezifisches IgG nach Immunisierung und unterschiedlicher Vorbehandlung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Ovalbumin-spezifischen 1gG-
Werte im Serum bestimmt. Die M&use waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2 Tage vor
Immunisierung entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP") oder einer CLP unterzogen.
Der p-Wert wurde fir alle Gruppenvergleiche angegeben, bei denen im Post-Hoc-Test nach Scheffé ein signifikanter
Unterschied gefunden wurde. Dargestellt sind MW + SD.
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415 Ovalbumin-spezifische IgG1-Antwort

Die Bestimmung der Ovalbumin-spezifischen IgG1-Antikbrpermenge (Abb. 13)
ergab, dass sich in der Gruppe nach CLP-Vorbehandlung signifikant weniger
IgG1-Antikoérper im Serum befanden, als in der Gruppe mit Sham-OP und der
Gruppe ohne Vorbehandlung (F = 8,704, df = 3; p = 0,001). Kein signifikanter
Unterschied wurde zwischen der Gruppe, die nur Narkose erhalten hatte und der
CLP-Gruppe gefunden (p = 0,89); hierflr ist jedoch eine Maus mit einem Extrem-
wert in der Gruppe ,,nur Narkose*“ verantwortlich. Zwischen den drei Gruppen
ohne CLP-Vorbehandlung konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden.
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Abbildung 13:

Ovalbumin-spezifisches IgG1 nach Immunisierung und unterschiedlicher Vorbehandlung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Ovalbumin-spezifischen
IgG1-Werte im Serum bestimmt. Die Mause waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2 Tage
vor Immunisierung entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP*) oder einer CLP
unterzogen. Der p-Wert wurde fur alle Gruppenvergleiche angegeben, bei denen im Post-Hoc-Test nach Scheffé ein

signifikanter Unterschied gefunden wurde. Dargestellt sind MW + SD.
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4.1.6 Ovalbumin-spezifische lgG2a-Antwort

Bei der Bestimmung der Ovalbumin-spezifischen IgG2a-Antikbrpermenge
(Abb. 14) zeigte sich zwar in der einfaktoriellen Varianzanalyse eine Mittelwert-
ungleichheit (F = 3,584, df = 3; p = 0,039), jedoch konnte aufgrund der starken
Streuung der Werte zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied
gefunden werden.
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Abbildung 14:

Ovalbumin-spezifisches IgG2a nach Immunisierung und unterschiedlicher Vorbehandlung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurden die Ovalbumin-spezifischen
IgG2a-Werte im Serum bestimmt. Die Mause waren entweder nicht vorbehandelt (,neg. Kontrolle*) oder wurden 2
Tage vor Immunisierung entweder nur narkotisiert (,nur Narkose"), nur laparotomiert (,Sham-OP*) oder einer CLP

unterzogen. Im Post-Hoc-Test nach Scheffé wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden.
Dargestellt sind MW + SD.
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4.2 Zeitabhangiger Einfluss einer septischen Peritonitis auf

die Antikorper-Antwort

Um zu untersuchen, wie sich unterschiedliche zeitliche Abstadnde zwischen CLP
und Immunisierung auf die Antikorperantwort auswirken, wurden Gruppen von
NMRI-M&usen an verschiedenen Tagen nach CLP immunisiert (Abb. 5). Acht
Tage nach der Immunisierung wurde den Méausen Blut abgenommen, das Serum
jeder Gruppe gepoolt und die Antikdrpermenge im ELISA gemessen. Der
Versuch wurde aufgrund des Umfangs in zwei Teilen durchgefiihrt (Versuchsteil
A und Versuchsteil B). Zur Detektion der Nachweisgrenze des Testsystems
enthielt jeder Versuchsteil eine Gruppe mit unbehandelten Mausen (gestrichelte
Linien in Abb. 15 - 20 A, B). Ferner beinhaltete jeder der beiden Teile zusatzlich
eine Gruppe ,,ohne CLP*, die lediglich immunisiert wurde. Aus Abschnitt 4.1 war
bereits ersichtlich, dass weitere Kontrollen nicht erforderlich sind, da bei keinem
gemessenen Antikorperisotyp ein signifikanter Unterschied zwischen den nur
immunisierten, nur narkotisierten oder lediglich laparotomierten Tieren messbar
war. Zusatzlich wurden zur versuchsinternen Standardisierung und zur
Bestimmung der interindividuellen Schwankungsbreite 5 Mause immunisiert, die
ebenfalls keine CLP erhalten hatten und deren Seren nicht zu einem Pool
zusammengefasst worden waren. Bei allen untersuchten Immunglobulin-Isotypen
lagen die gepoolten Seren der Gruppen ,ohne CLP* innerhalb der Standard-
abweichung der gemessenen Werte aus den zuletzt genannten Einzelmausen.
Daher wurde bei Abb. 15 - 20 aus Ubersichtsgriinden auf die Darstellung der
Werte aus den Seren-Pools der Gruppen ,ohne CLP* verzichtet. Zusatzlich
wurden Versuchsteil A und Versuchsteil B zusammengefasst und in Verhaltnis zu
der nicht gepoolten Gruppe ,ohne CLP*“ gesetzt (Abb. 15 - 20 C).
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4.2.1 Gesamt-lgM-Antwort

Die Immunisierung 8 Tage vor der Antikdrperbestimmung im Serum hatte einen
relativ geringen Einfluss auf die Gesamt-lgM-Antwort. Die Nachweisgrenze
(gestrichelte Linie in Abb. 15 A, B), die hier den basalen Level von IgM-Anti-
korpern im Serum von Mausen ohne CLP und ohne Immunisierung widerspiegelt,
befand sich nur knapp unter den gemessenen Werten der Gruppe ohne voran-
gegangene CLP. Bei geringem zeitlichem Abstand zwischen CLP und
Immunisierung von nur 1 (Abb. 15 B) bzw. 2 Tagen (Abb. 15 A) fanden sich
deutlich mehr IgM-Antikdrper im Serum als bei einem Abstand von 3 bzw. 6
Tagen. Bei noch grofReren Abstdnden zwischen CLP und Immunisierung glichen
sich die gemessenen Werte denen der ersten beiden Tage wieder an und tber-

stiegen sie an Tag 8 sogar.

4.2.2  Ovalbumin-spezifische IgM-Antwort

Fur die Ovalbumin-spezifische IgM-Antwort war zu erkennen, dass bei einem
Abstand von 1 bzw. 2 Tagen zwischen CLP und Immunisierung die gemessenen
Werte innerhalb der SD der Gruppe ohne vorangegangene CLP und insgesamt
nur knapp uber der Nachweisgrenze von 0,67 rEU (Abb. 16 A) bzw. 0,57 rEU
(Abb. 16 B) lagen. Mit zunehmendem zeitlichen Abstand zwischen CLP und
Immunisierung stiegen die Serum-Antikorper bis Tag 8 an; auch bei einem
Abstand von 14 Tagen waren die Ovalbumin-spezifischen IgM-Antikérper im
Serum der M&use noch deutlich erhéht (Abb. 16 C).
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ges. IgM [rEU]
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Abbildung 15:

Gesamt-IgM nach Immunisierung und unterschiedlichen zeitlichen Abstéanden zwischen CLP und
Immunisierung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.
aus den Einzelméausen (,ohne CLP*) die Gesamt-lgM-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung wurden die Mause im
angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen. Versuchsteil A (A) und Versuchsteil B (B) werden
zusatzlich zusammengefasst und in Verhaltnis zur Gruppe ohne vorangegangene CLP gesetzt (C). Dargestellt sind
MW = SD.
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Ovalbumin-spez. IgM [rEU]
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Abbildung 16:

Ovalbumin-spezifisches IgM nach Immunisierung und unterschiedlichen zeitlichen Abstanden zwischen CLP

und Immunisierung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.

aus den Einzelmausen (,o0hne CLP*) die Ovalbumin-spezifische IgM-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung wurden

die Mause im angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen. Versuchsteil A (A) und Versuchsteil B

(B) werden zusétzlich zusammengefasst und in Verhéltnis zur Gruppe ohne vorangegangene CLP gesetzt (C).
Dargestellt sind MW + SD.
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42.3  Gesamt-lgG-Antwort

In der Gesamt-IgG-Antwort zeigte sich, dass alle Mausgruppen, bei denen eine
CLP vorangegangen war, wesentlich mehr Antikorper im Serum hatten als die
Gruppe ohne vorangegangene CLP (Abb. 17). Die Immunisierung selbst hatte
einen geringen Einfluss auf die Antikorperantwort, denn ohne vorangegangene
CLP lag mit 0,46 rEU die IgG-Menge nur leicht Uber der Nachweisgrenze, die den
IgG-Level von Mausen ohne Immunisierung und ohne CLP widerspiegelt. Nach
anfanglich stark gestiegenen 1gG-Serumwerten bei 1 und 2 Tagen Abstand
zwischen CLP und Immunisierung fielen die Serumspiegel bei 3 Tagen wieder
etwas ab; bei groReren zeitlichen Abstdnden kommt es zunehmend zu einem

Anstieg der gemessenen Antikdrpermenge.

4.2.4  Ovalbumin-spezifische IlgG-Antwort

Bei der Messung von IgG-Antikdrpern, die fur Ovalbumin spezifisch sind, war der
hochste Wert in der Gruppe ohne vorangegangene CLP zu finden (Abb. 18). Der
niedrigste Wert wurde bei einem Abstand von 2 Tagen zwischen CLP und
Immunisierung bestimmt. Dieser lag immer noch weit Uber der Nachweisgrenze;
bei langeren zeitlichen Abstdnden zwischen CLP und Immunisierung stiegen die
Werte wieder an und hatten bei einem Abstand von 14 Tagen fast wieder das

Niveau des Wertes ohne vorangegangene CLP erreicht.
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Abbildung 17:

Gesamt-lgG nach Immunisierung und unterschiedlichen zeitlichen Abstanden zwischen CLP und
Immunisierung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.
aus den Einzelmausen (,o0hne CLP*) die Gesamt-lgG-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung wurden die Mause im
angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen. Versuchsteil A (A) und Versuchsteil B (B) werden
zusatzlich zusammengefasst und in Verhaltnis zur Gruppe ohne vorangegangene CLP gesetzt (C). Dargestellt sind
MW = SD.
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Ovalbumin-spez. IgG [rEU]
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Abbildung 18:

Ovalbumin-spezifisches IgG nach Immunisierung und unterschiedlichen zeitlichen Abstanden zwischen CLP
und Immunisierung.
Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.

aus den Einzelmausen (,0hne CLP*) die Ovalbumin-spezifische IgG-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung wurden
die Mause im angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen. Versuchsteil A (A) und Versuchsteil B

(B) werden zusétzlich zusammengefasst und in Verhéltnis zur Gruppe ohne vorangegangene CLP gesetzt (C).
Dargestellt sind MW + SD.
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4.2.5 Ovalbumin-spezifische IgG1-Antwort

Die Nachweisgrenze fir Ovalbumin-spezifische IgG1-Antikorper, detektiert durch
Méause, die weder immunisiert wurden noch eine CLP erhalten hatten, war sehr
niedrig (<< 0,1 rEU). Es kam also nur zu wenig unspezifischer Bindung der IgG1-
spezifischen Antikorper im ELISA. Aufgrund dessen ist die Nachweisgrenze in
Abb. 19 A, B nicht abgebildet. Der hdchste Wert, der fir Ovalbumin-spezifische
IgG1-Antikbrper gemessen wurde, lag mit 1,12 rEU in der Gruppe der Mause
ohne vorangegangene CLP. Die spezifischen IgG1-Werte, die in Seren der Tiere
gemessen wurden, die 1 oder 2 Tage nach CLP immunisiert wurden, waren um
mehr als die Halfte erniedrigt. Mit gro3erem zeitlichem Abstand zwischen CLP
und Immunisierung stieg der spezifische 1gG1-Serumlevel zunehmend wieder an
und hatte bei einem Abstand von 14 Tagen fast wieder den Wert im Serum von

Mausen ohne vorangegangene CLP erreicht.

4.2.6  Ovalbumin-spezifische lgG2a-Antwort

Auch die Ovalbumin-spezifischen Immunglobuline vom Isotyp IgG2a zeigten in
der Gruppe ohne vorangegangene CLP die héchsten Werte (Abb. 20). Hier lagen
die spezifischen IgG2a-Serumwerte bis zu einem Abstand von 4 Tagen zwischen
CLP und Immunisierung nahe der Nachweisgrenze. Auch bei einem Abstand von
14 Tagen zwischen CLP und Immunisierung wurden die Werte der Tiere ohne

vorangegangene CLP nicht wieder erreicht.
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Abbildung 19:

Ovalbumin-spezifisches IgG1 nach Immunisierung und unterschiedlichen zeitlichen Abstédnden zwischen CLP

und Immunisierung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.
aus den Einzelmausen (,0hne CLP*) die Ovalbumin-spezifische IgG1-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung

wurden die Mause im angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen. Versuchsteil A (A) und

Versuchsteil B (B) werden zusatzlich zusammengefasst und in Verhaltnis zur Gruppe ohne vorangegangene CLP

gesetzt (C). Dargestellt sind MW + SD.
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Ovalbumin-spez. IgG2a [rEU]
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Abbildung 20:

Ovalbumin-spezifisches IgG2a nach Immunisierung und unterschiedlichen zeitlichen Abstanden zwischen

CLP und Immunisierung.

Mause (n =5 pro Gruppe) wurden mit Ovalbumin immunisiert. Nach 8 Tagen wurde aus einem Pool der Seren bzw.

aus den Einzelmausen (,o0hne CLP*) die Ovalbumin-spezifische IgG2a-Menge bestimmt. Vor der Immunisierung

wurden die Mause im angegeben zeitlichen Abstand einer subletalen CLP unterzogen. Versuchsteil A (A) und

Versuchsteil B (B) werden zusatzlich zusammengefasst und in Verhdltnis zur Gruppe ohne vorangegangene CLP

gesetzt (C). Dargestellt sind MW + SD.
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5 Diskussion

Sepsis stellt eine Erkrankung mit einer enormen gesundheitsékonomischen
Bedeutung dar, bei der es in den letzten 20 Jahren zu entscheidenden Fort-
schritten im Verstandnis der Pathogenese gekommen ist. So weil3 man
inzwischen, dass die Erkrankung einen biphasischen Verlauf hat; man unter-
scheidet eine pro- und eine antiinflammatorische Phase in der es durch tber-
schiel3ende Gegenregulation des Korpers zu Immunsuppression Erkrankter
kommt [26], die ihrerseits zu Multiorganversagen und Tod fiihren kann. Jedoch ist
es trotz intensiver Forschung bisher nicht gelungen, Erfolge aus Tiermodellen -
z.B. durch Beeinflussung der proinflammatorischen Zytokinkaskade - auf die
Humanmedizin zu Ubertragen [69-75]. Zur Entwicklung erfolgreicher Therapie-
konzepte ist es daher offensichtlich noétig, weitere Bestandteile des komplexen

Pathomechanismus der Sepsis zu entschlisseln.

Fruher hatte man Sepsis als Entgleisung des angeborenen Immunsystems
verstanden. Da man aber in den letzten Jahren eine intensive Verflechtung beider
Immunsysteme erkannt hat, ist inzwischen klar, dass auch das erworbene
Immunsystem eine wichtige Rolle bei dieser Erkrankung spielt. So wurde u.a.
festgestellt, dass es sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen zu exzessiver
Apoptose von Lymphozyten kommt [82-84]. Auch im Rahmen dieser Arbeit wird
die adaptive Immunantwort bei Sepsis untersucht. Analysiert wurde im Tiermodell

der Einfluss der Immunparalyse bei Sepsis auf die primére B-Zell-Antwort.

5.1 Auswirkungen der CLP auf die primare Antik6rperantwort

Bei allen untersuchten Antikorper-Isotypen hatte die reine Sham-OP keine
statistisch signifikante Auswirkung auf die Immunglobulinproduktion; die
gemessenen Ergebnisse sind daher tatsachlich auf den Kontakt des Immun-
systems der Mause mit den Darmbakterien zurtickzufihren. Ebenfalls keinen
Einfluss auf die AntikGrperproduktion hatte, wie bereits in der Literatur

beschrieben [85], die Anasthesie mit Ketamin und Xylazin.
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Bei der Untersuchung auf die Gesamtmenge an IgM und IgG im Serum zeigt
sich, dass die CLP als Stimulus die Produktion dieser Antikdrper fordert (Abb. 9,
Abb. 11, Abb. 15 und Abb. 17). Der Gberwiegende Anteil an IgM, der nach CLP
produziert wird, ist wahrscheinlich gegen Darmbakterien gerichtet, mit denen der
Organismus durch den operativen Eingriff in Kontakt kommt. Zur exzessiven
Bildung von Immunglobulinen vom Typ IgG kommt es, da die M&use zuvor schon
in Kontakt mit Darmbakterien gekommen sind; diese ,physiologische
Immunisierung* ist dafur verantwortlich, dass bei erneutem Kontakt vermehrt 1IgG
produziert wird. Die in Abb. 15 A, B und Abb. 17 A, B zu erkennende gestrichelte
Linie ist bei Gesamt-lgG und Gesamt-IgM weniger als Nachweisgrenze des
Testsystems zu verstehen, sondern vielmehr als Gesamt-lgM- und Gesamt-IgG-
Antikorper-Basallevel in Mausen ohne Immunisierung und ohne CLP. Unschwer
ist daher zu erkennen, dass die reine Immunisierung mit Ovalbumin und
Adjuvans einen sehr geringen Einfluss auf die Gesamt-1gG- bzw. Gesamt-IgM-
Antikdrpermenge hat, denn der geringe Anteil, der bei Mausen ohne CLP Uber
diesen Basalleveln liegt, reprasentiert wahrscheinlich zum grof3ten Teill
Ovalbumin-spezifisches IgM bzw. 1gG. Obgleich IgG kein typischer Antikérper der
primaren Immunantwort ist, kommt es dennoch bereits auch ohne zuvor statt-
gefundenen Kontakt mit Ovalbumin frih und in geringer Menge zur Produktion
wohl relativ niedrig-affiner Immunglobuline vom Typ IgG. Jedoch mtissen bei den
Mausgruppen in denen zuvor eine CLP durchgefiihrt wurde nicht alle die im
Vergleich zum Basallevel erhdhten Gesamt-lgM- bzw. IgG-Antikoérperlevel gegen
antigene Strukturen von Bakterien oder Ovalbumin gerichtet sein. Vielmehr
konnte interessanterweise ein Teil des nach CLP erh6hten Gesamt-IgG und
Gesamt-IgM auch autoreaktiv sein. Zumindest konnte im Tiermodell 14 Tage
nach CASP gezeigt werden, dass die starke Erh6hung der Gesamt-Antikorper zu
einem Teil auf die Bildung antinuklearer Antikorper zuriickzufuhren ist (bisher
nicht publizierte, aber auf Kongress prasentierte Daten der Arbeitsgruppe um
Frau Prof. Broker vom Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin der
Universitat Greifswald) [86]. Wahrend Sham-OP und Narkose keinen Einfluss auf
die Immunglobulinmenge hatten, konnte dies fur den Faktor Zeit hingegen sehr

wohl nachgewiesen werden (Abb. 15 und Abb. 17). Bei Gesamt-IgG nimmt im
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Prinzip mit zunehmendem Abstand zwischen CLP und Immunisierung die Anti-
kérpermenge zu. Auffallend bei Gesamt-IgM ist, dass auch 22 Tage (Tag 14 + 8
Tage) nach CLP die Gesamt-IgM-Antikdrmenge im Korper der Mause nicht
wieder auf Normallevel abgesunken ist und dass der hochste Wert am Tag 16
(Tag 8 + 8 Tage) nach CLP gemessen wurde. Auch bei der Untersuchung auf
Ovalbumin-spezifische Antikdrper vom Typ IgM ist zu erkennen, dass mit
zunehmendem zeitlichem Abstand nach Immunisierung es zu vermehrter
Produktion dieses Isotyps kommt (Abb. 10). Im Gegensatz zu den Ovalbumin-
spezifischen IgG-Antikdrpern zeigte sich bei der Immunisierung zwei Tage nach
CLP kein signifikanter Unterschied zu der Gruppe ,,ohne CLP* und insgesamt hat
die reine Immunisierung einen eher geringen Anstieg der Ovalbumin-spezifischen
IgM-Antikodrper zur Folge, was sich im Vergleich der Gruppe ,,ohne CLP* zur
Nachweisgrenze widerspiegelt (Abb. 16). Wie schon beschrieben, kommt es
bereits bei der ersten Immunisierung zu einer geringen Produktion von
Ovalbumin-spezifischem IgG. An den beiden ersten Tagen nach CLP ist jedoch
eine Abnahme der Antikbrpermenge im Vergleich zur Gruppe ,,ohne CLP* zu
beobachten (Abb. 18 ); dies deckt sich mit dem Zeitraum, fir den bereits
nachgewiesen wurde, dass Méause in der Immunparalyse sind [47, 48]. Somit
konnte gezeigt werden, dass es in der sepsisbedingten Immunparalyse auch zur
Suppression der spezifischen Antikérperproduktion kommt. Mit zunehmendem
Abstand zwischen CLP und Immunisierung scheint der immunsuppressive Effekt
wieder aufgehoben zu werden (Abb. 18). Ein sehr ahnliches Bild wie bei den
gesamten Ovalbumin-spezifischen IgG-Antikérpern zeigt sich bei der Unter-
suchung der Mauseseren auf Ovalbumin-spezifische IgG1-Antikdrper. Auch auf
diesen Subtyp wirkt sich die Immunparalyse offenbar aus, denn es kann eine
signifikante Abnahme der Antikbrper bei Immunisierung zwei Tage nach CLP
nachgewiesen (Abb. 13) und eine mit zunehmendem Abstand von CLP
beobachte Erholung aufgezeigt werden (Abb. 19). Die gr63ten Unterschiede
zwischen der nur immunisierten Gruppe ,ohne CLP* und den Gruppen mit voran-
gegangener CLP zeigt sich jedoch bei Isotyp IgG2a, obgleich hier aufgrund der
hohen Streuung im Versuch keine Signifikanz nachweisbar war (Abb. 14). Da die

Konzentration der IgG1- und IgG2a-Antikoérper im Standardmausserum nicht
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bekannt sind, kann man nicht ,errechnen” (siehe Formel 1) welcher T-Helferzell-
typ an der Immunantwort beteiligt ist; diese Konzentrationen mussten jedoch
bekannt sein, denn sie flie3en in die Berechnung der Einheit ,fEU” (siehe

Formel 4) ein. Trotzdem ist es mdglich abzuschatzen, dass es durch die im
Vergleich zur Gruppe ,ohne CLP* relativ hbheren Abnahme der Mittelwerte der
lgG2a-Antikdrper wahrscheinlich - wie fur die Phase der Immunsuppression
typisch [44] - zu einer Verschiebung des T-Helferzelltyps wahrend Tag 1 und Tag
2 in Richtung T2 kommt.

5.2 Therapeutische Ansatzmdéglichkeiten

Fur eine erfolgreiche Therapie der Sepsis ist entscheidend Mechanismen zu
entschliisseln, die zur Immunparalyse fiihren. Dariberhinaus kann das hierbei
gewonnene Wissen unser Verstandnis Uber Immunsuppression insgesamt
erweitern und so dazu beitragen bessere Immunsuppressiva zu entwickeln, die
eine sichere und spezifische Hemmung unterschiedlicher Bereiche des Immun-
systems ermoglichen. Damit er6ffnen sich im Rahmen von Organtrans-
plantationen, Autoimmunerkrankungen und Allergien neue therapeutische
Moglichkeiten. Denn ein Problem aller derzeit verwendeter Immunsuppressiva ist,
dass bei Therapie sehr unspezifisch grof3e Teile der Immunantwort gestort
werden und damit eine hohe Rate an Infektionen und malignen Erkrankungen in
Kauf genommen wird [87]. Die Erforschung der Immunparalyse bei Sepsis
hingegen kénnte Mdglichkeiten flr eine spezifischere Hemmung des Immun-
systems aufzeigen, denn schliel3lich scheinen vor allem die B-Zell-Klone von der
Immunsuppression betroffen zu sein, die spezifisch Antikdrper gegen solche
antigenen Strukturen produzieren, die in der Phase der Immunsuppression
appliziert wurden (siehe 4.2.4, 4.2.5 und 4.2.6). Aber nicht nur in Bezug auf Auto-
immunerkrankungen und Allergien sind die gewonnenen Erkenntnisse von grol3er
Bedeutung. Interessanterweise ist bekannt, dass auch nach Verbrennungen,
invasiven chirurgischen Eingriffen und Blutungen es zu einer ahnlichen

Suppressionen der Immunantwort kommen kann, wie dies bei Sepsis der Fall

56



Diskussion

ist [88-91]. Es ist daher umso wichtiger, Mechanismen, die den Korper in solch

einen vulnerablen Zustand versetzen, zu identifizieren und zu verstehen.

In der Literatur lassen sich viele - teils auch widerspriichliche - Erkenntnisse Uber
die Ursache der Immunparalyse finden. Im Folgenden werden nun einige
maogliche Komponenten der Sepsis und besonders der Immunparalyse so wie
therapeutische Interventionen diskutiert. Erst im Laufe der nachsten Jahre wird
sich zeigen, welchen Stellenwert die im Folgenden beschriebenen Faktoren in
der Sepsis des Menschen tatsachlich haben und ob im Sinne einer Kaskade ein
hier beschriebener Punkt einen anderen erwahnten beeinflusst oder ob eine

Summe von Einzelfaktoren verantwortlich ist fir die Immunsuppression.

5.2.1 ,Indolamin 2,3-Dioxygenase” (IDO)

Die Blockade des Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) mittels 1-Methyl-
Tryptophan stellt einen mdglichen Ansatzpunkt dar, der Immunparalyse nach
Sepsis entgegenzuwirken. Vermehrte Expression des Enzyms, v.a. auf
dendritischen Zellen, wird durch IFN-y geférdert [92]. IDO supprimiert durch
Abbau der essenziellen Aminosaure Tryptophan die Teilung von T-Zellen, wobei
die Ursache fir diese Suppression noch nicht ganzlich geklart ist. Zum einen
scheinen T-Zellen, die bei Vorliegen von Tryptophan-Mangel in den Zellzyklus
gehen, apoptotisch zu werden [93], anderseits fordern offenbar die bei
Tryptophan-Abbau entstehenden Produkte die Apoptose von Ty1-Zellen (nicht
aber von T2-Zellen) [94]. Diese, wie in der Immunparalyse bei Sepsis
beobachtete Verschiebung des Verhaltnisses der T-Helferzellen [44], wird mit
einer gestorten Immunantwort in Verbindung gebracht [95]. Zusé&tzlich konnte
inzwischen gezeigt werden, dass Tryptophan-Mangel, hervorgerufen durch IDO,
die Umwandlung von CD4+CD25- T-Zellen in regulatorische CD4+CD25+ T-
Zellen fordert [96]. Und auch diese Zellen werden mit einer Immunparalyse in
Verbindung gebracht (siehe 5.2.2). Wéahrend Bindung an TLR9 bei systemischem
Auftreten bakterieller DNA-Bestandteile (wie bei Sepsis der Fall) zu vermehrter
IDO-Expression in der Milz und folglich zur T-Zell-Suppression fuhrt, wirkt eine

lokale, subkutane Injektion bakterieller DNA als potentes Adjuvans, das die
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adaptive Immunantwort verstarkt [97]. Ursache hierfiir ist wohl, dass es nach
Bindung an TLR9 zu vermehrter T-Zell-Aktivierung in den nachst drainierenden
Lymphknoten kommt, in denen keine IDO Aktivitat nachweisbar ist [97].
Moglicherweise ist diese unterschiedliche Wirkung bakterieller Bestandteile
bedingt durch die Verteilung des Enzyms IDO fir den biphasischen Verlauf der

Sepsis mitverantwortlich.

Sicher nachweisbar ist aber schon jetzt, dass es nach IDO-Blockade mittels 1-
Methyl-Tryptophan CLP-bedingt zu keinem Abfall der Ovalbumin-spezifischen

IgG-Antikdrpermenge kommt (eigene bisher nicht publizierte Daten).

5.2.2 Lymphozyten und regulatorische Zellen

Um die Immunantwort nach Sepsis zu modulieren wurden schon vor mehr als 30
Jahren eine grol3e Zahl verschiedener Studien durchgefiihrt, die untersuchten, ob
sich die Substitution von Antikérpern positiv auf das Uberleben nach Sepsis aus-
wirkt [98-103]. Erfolg versprach man sich zum einen durch eine unspezifische
immunmodulierende Wirkung der Immunglobuline, zum anderen durch die
Tatsache, dass pharmazeutische Immunglobulinkonzentrate Antikérper gegen
Bakterien enthalten, die haufig Ursache einer Sepsis sind [104]. Insgesamt aber,
so wurde es in einer Metaanalyse aus dem Jahr 2004 festgestellt, zeigte sich in
Studien, denen eine hohe Qualitat bescheinigt wurde, kein Erfolg bei der
Therapie mit Immunglobulinen [105]. Aufgrund mangelnder Evidenz eines
Nutzens wird diese extrem kostenintensive Therapie daher auch nicht in den
Leitlinien der Sepsistherapie empfohlen [56]. Zudem birgt nattrlich auch eine
Therapie mit Antikdrpern Risiken [106] und kénnte daher das Outcome sogar
verschlechtern. Ein Grund fir die vielen unterschiedlichen Ergebnisse flr die
Therapie mit Immunglobulinen, die in der Meta-Studie verglichen wurden, liegt
nicht nur im Studiendesign und den Einschlusskriterien, sondern auch in dem ver-
abreichten Antikérpersubtyp und der Tatsache, dass nicht zu eruieren ist, ob ein
Patient sich in der proinflammatorischen oder in der Phase der Immun-
suppression befindet. Es ware aber durchaus denkbar, dass in der Phase der

Immunsuppression, die mit geringen spezifischen Antikorperspiegeln einhergeht
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(siehe 4.2.4, 4.2.5 und 4.2.6) Patienten von einer gezielten ,kalkulierten Immun-

globulingabe® nur gegen die vermuteten Erreger profitieren kbnnten.

Eine wichtige Rolle bei Sepsis wird in den letzten Jahren vermehrt den so-
genannten regulatorischen T-Zellen zugesprochen [107]. Die Bedeutung dieser
kleinen heterogenen Zell-Subpopulation, bestehend aus CD4+CD25+, yd und NK
T-Zellen, ergibt sich aus der Tatsache, dass sie einen grof3en regulierenden Ein-
fluss auf Zellen der angeborenen Immunantwort haben, aber auch mit Zellen des

adaptiven Immunsystems interagieren (Abb. 21).

A normale Immunantwort B Sepsis - Proinflammation C Sepsis - Immunsuppression
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AG = Erreger-Antigene und Toxine ZU = Zelluntergang

M@ = Makrophage Treg = CD4+CD25+ regulatorische T-Zelle
DC = dendritische Zelle NKT = NK T-Zelle

PMN = neutrophiler Granulozyt yd =yd T-Zelle

TH = T-Helferzelle

Abbildung 21:

Hypothetische Rolle und Interaktion von regulatorischen Zellen bei Sepsis (in Anlehnung an VENET et al
[107]).

Dargestellt sind ein mdgliches Zusammenspiel der regulatorischen Zellen mit anderen Zellen des Immunsystems und
die Beeinflussung des Ty1/Ty2-Verhéltnisses im Gesunden (A), in der der Phase der Proinflammation bei Sepsis (B)

und in der Phase der Immunsuppression (C).
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Die Ende des letzten Jahrhunderts [108] erstmalig beschriebenen CD4+CD25+
regulatorischen T-Zellen (siehe 1.1.2.1) werden mit einer Reihe von
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht, bei denen das Immunsystem eine
wichtige Rolle spielt [109, 110]. Auch die Immunparalyse nach Sepsis ist in der
Literatur in Verbindung mit dieser Zellpopulation zu finden. Die physiologische
Aufgabe dieser Zellen liegt in einer Suppression von Effektorzellen, um eine zu
starke proinflammatorische Reaktion zu begrenzen. Anderseits kann eine zu
starke Hemmung aber auch zum Versagen einer angemessenen Immunantwort,
wie sie in der Phase der Immunparalyse bei Sepsis vorliegt, beitragen [111]. Die
regulatorische Aktivitat der Zellen scheint durch Ausschittung von Zytokinen und
durch direkte Zell-Zell-Kontakte auch den Tryptophanstoffwechsel dendritscher
Zellen zu beeinflussen [112]; dieser hat Einfluss auf die Teilung von T-Zellen
(siehe 5.2.1). Tatséachlich findet sich im Tiermodell [113] sowie bei Trauma-
Patienten [114] und Patienten im septischen Schock eine relativ erhohte Anzahl
CD4+CD25+ T-Zellen [115]. Die relative Zunahme dieser Zellpopulation ist wohl
zum groften Teil mit der Reduzierung von CD4+CD25- T-Zellen [116] zu er-
klaren. Diese wiederum konnte darauf zurtickzufuhren sein, dass sich, wie bereits
in Kapitel 5.2.1 angesprochen, unter Tryptophanmangel CD4+CD25- T-Zellen in
CD4+CD25+ regulatorische Zellen umwandeln kbnnen [96]. Ferner tragt zur
Verschiebung dieses Verhaltnisses bei, dass regulatorische T-Zellen vermindert
empfindlich sind flr Apoptose-Signale im Vergleich zu Effektor T-Zellen, die
wéhrend Sepsis apoptotisch werden [117-119]. Wahrend Zelluntergang sowie
das vermehrte Anfallen defekter Effektor-Lymphozyten in der Phase der Pro-
inflammation wahrscheinlich tatsachlich vorteilhaft ware, fuhrt dies in der CARS-
Phase zur Verschlechterung der Situation Erkrankter [120, 121]. Die Bedeutung
bei Sepsis ergibt sich vor allem daraus, dass durch Hemmung der Apoptose von
T-Zellen es zu einem besseren Uberleben nach Sepsis kommt [84]. Weiterhin
konnen CD4+CD25+ T-Zellen offensichtlich Einfluss auf das Ty1/Tn2-Verhaltnis
nehmen (Abb. 21). So kann nachgewiesen werden, dass sich dieses Verhaltnis in
Richtung Ty2 verschieben kann [114]. Anderseits scheinen die regulatorischen
Zellen nicht nur suppressiv zu wirken; zum Beispiel konnte bei M&usen, die vor

oder 6 Stunden nach CLP diese regulatorischen Zellen transferiert bekamen, eine
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groRere Menge TNF im Peritoneum nachgewiesen werden, jedoch auch eine
verbesserte bakterielle Clearance und besseres Uberleben [122]. Zudem hat man
in weiteren Tiermodellen festgestellt, dass eine Depletion der regulatorischen
CD4+CD25+T-Zellen zwei bis drei Tage vor CLP nicht zu einem verbesserten
Uberleben nach Sepsis fiihrt und dass eine Depletion zu diesem Zeitpunkt weder
eine Beeinflussung der pro- noch der antiinflammatorischen Zytokinkonzentration
zur Folge hat [113, 123].

Insgesamt gibt es in der Literatur eine grofRe Anzahl an Studien, die sich mit
CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen und Sepsis befassen. Bisher wurden nur
wenige wissenschatftliche Arbeiten verdffentlicht, die einen zeitabhangigen
Transfer aktivierter regulatorischer T-Zellen bzw. deren Depletion nach CLP
untersuchen. Dies ware aber bei einem immunologisch dynamischen Vorgang
wie der Sepsis sehr interessant und kdnnte zeigen, welche Rolle die Zellen in den

jeweiligen Phasen der Sepsis tatsachlich spielen.

Neben den CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen wird den erst in den 80er
Jahren des letzten Jahrhunderts identifizierten NK T-Zellen [124] eine mogliche
Bedeutung bei Sepsis zugesprochen. Nach Antigenkontakt sezernieren die Zellen
im Rahmen der priméren Immunantwort sehr rasch IFN-y oder IL-4 und haben
somit einen Einfluss auf die Differenzierung von T-Helferzellen [125, 126]. Derzeit
gibt es noch wenige Studien, die sich mit dem Zusammenhang von Immun-
suppression bei Sepsis und NK T-Zellen beschaftigen. Es konnte jedoch in einer
Veroffentlichung aus dem Jahr 2003 gezeigt werden, dass durch Gabe von Anti-
CD1d-Antikorpern und somit einer Hemmung der Aktivierung von NK T-Zellen 18
Stunden vor CLP eine wesentlich geringere Zahl von NK T-Zellen 24 Stunden
nach CLP in der Milz zu finden war [127]. Bedingt durch diese Abnahme kam es
bei den mit dem Antikdrper behandelten Mausen zu einer geringeren Produktion
antiinflammatorischer Zytokine und zu einer geringeren Mortalitat. Anderseits gibt
es gerade in der letzten Zeit aus Tiermodellen Hinweise darauf, dass weniger die
NK T-Zellen sondern eher die gewohnlichen NK-Zellen eine wichtige Rolle bei

Sepsis spielen [128].
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Weiterhin wird den - ebenfalls wie die NK T-Zellen - dem angeborenen Immun-
system zugerechneten yd T-Zellen (siehe 1.1.1.1) eine Bedeutung bei Sepsis
zugesprochen. Ein Fehlen dieser Zellen fuhrt wenige Stunden nach CLP zu einer
geringeren Produktion proinflammatorischer Zytokine, einer gréf3eren Zahl
vorhandener Bakterien und einer erhdhten frihen Mortalitat [129-131]. Nach CLP
scheint es zur Aktivierung der Zellen in der Milz zu kommen [132]; dartiber hinaus
kann im Tiermodell eine Abnahme dieser Zellpopulation im lymphatischen
Gewebe registriert werden [133]. Einer der Griinde hierfir scheint zu sein, dass
die Zellen in Richtung Infektion auswandern und daher dort vermehrt zu finden
sind [130]. Man nimmt an, dass yd T-Zellen, die per Chemotaxis an den Ort der
Infektion gelockt werden, durch Beeinflussung von Makrophagen eine eher anti-
inflammatorische Rolle einnehmen und somit die Entzindungsreaktion
begrenzen helfen. So wurde in einer Untersuchung im Jahr 2001 festgestellt,
dass es 2 Tage nach einer intraperitonealen Injektion von Listeria mono-
cytogenes in Mausen ohne yd T-Zellen zu einer vermehrten Produktion von IFN-y
kommt [134]. Dies wuirde sich mit einer eher antiinflammatorischen Wirkung der

Zellen in Einklang bringen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die verschiedenen regulatorischen
Zellen abhéangig von Ort und Zeit der Aktivierung wahrscheinlich auf die
Entwicklung von SIRS und CARS einen grof3en und komplexen Einfluss nehmen.

Dies zu untersuchen bleibt weiteren Studien vorbehalten.

5.2.3 Makrophagen und dendritische Zellen

Auch Zellen des angeborenen Immunsystems, besonders den Makrophagen und
dendritischen Zellen wird eine Bedeutung bei Sepsis und auch bei der

Entstehung der Immunsuppression zugesprochen [135].

Wie bereits beschrieben, kommt es wahrend Sepsis zu einer ausgepragten
Apoptose von Lymphozyten. Zu einem grol3en Teil werden die in Apoptose
gegangen Zellen von Makrophagen abgebaut; so ist zu erklaren, dass eine

Abnahme des Levels aktivierter Makrophagen zu vermehrtem Anfallen
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apoptotischer Zellen fuhrt [136, 137]. Wahrend dieses Abbaus, der auch physio-
logischerweise stattfindet [138, 139], produzieren Makrophagen nicht mehr pro-
inflammatorische [138], sondern antiinflammatorische Zytokine [140, 141].
Bedingt durch das vermehrte Anfallen apoptotischer Zellen kommt es zu einer
Steigerung der Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen in der Milz [142], nicht
jedoch in der frihen Phase der Sepsis; diese Aktivitatssteigerung korreliert
zeitlich mit dem Beginn der Phase der Immunsuppression [142]. So kénnte zur
Immunsuppression nach Sepsis nicht nur die direkte Apoptose immun-
kompetenter Zellen beitragen, sondern auch die indirekte Beeinflussung von
Makrophagen durch die in Apoptose gegangenen Zellen. Auch dieses Konzept
wurde erklaren, dass die Hemmung der Apoptose von Lymphozyten im Tier-

modell zu besserem Uberleben fithren kann [84].

Eine phanotypisch relativ heterogene Zellpopulation stellen die dendritischen
Zellen dar, die allein durch die Tatsache, dass v.a. auf ihnen IDO exprimiert wird
(siehe 5.2.1), eine wichtige Rolle bei der Immunparalyse spielen kénnten. DCs
zeichnen sich durch eine sehr gute Fahigkeit zur Prasentation von Antigenen aus
und haben daher eine grol3e Bedeutung bei der Interaktion mit Lymphozyten.
Somit stellen sie eine wichtige Verbindung zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem dar. In Patienten nach Sepsis ist in der Milz weniger
ein Defekt oder eine verringerte Expression von MHC II-Molekulen, als vielmehr
eine dramatische Abnahme dieser Zellpopulation zu beobachten [143, 144]. Im
Tiermodell zeigt sich, dass es nicht nur in der Milz zur Abnahme dendritischer
Zellen kommt sondern dass apoptosebedingt auch in den Lymphknoten der Tiere
die Zellpopulation dezimiert ist [145]. Im Gegensatz zur Apoptose von Lympho-
zyten, die in den ersten Stunden nach CLP stattfindet, findet der Zelluntergang
dendritischer Zellen erst deutlich spater statt [145]. Physiologischerweise reifen
abhangig vom Stimulus, der zur Aktivierung dendritischer Zellen fthrt,
unterschiedliche DC-Subtypen heran, die sowohl Uber ihr Zytokinprofil als auch
Uber die Dauer der Interaktion mit T-Lymphozyten Einfluss auf deren
Differenzierung austben [146]. So unterstitzen DC1-Zellen eher eine Ty1-
getriggerte Immunantwort, wohingegen DC2-Zellen eher eine Ty2-Immunantwort

fordern [147]. Inadaquate Stimulation oder das Fehlen costimulatorischer
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Faktoren fuhrt zu Apoptose oder funktionell inaktiven T-Lymphozyten [148]. Diese
wiederum verhindern eine Reifung der dendritischen Zellen [149]. Zu funktionell
inaktiven Lymphozyten bzw. deren Zelluntergang kommt es auch durch
Verhinderung der Reifung dendritischer Zellen bedingt durch erhéhte
systemische IL-10-Level [150]. Erh6hte systemische IL-10-Level werden auch in
der CARS-Phase der Sepsis beobachtet. Die Beeinflussung der dendritischen
Zellen durch das Zytokin ist vielleicht einer der Griinde, weshalb stetig erhohte IL-
10-Level bei Sepsis mit einer schlechten Prognose einhergehen [151]. Einen
weiteren Beitrag zur Immunsuppression wird neben der Apoptose von Lympho-
zyten auch einem erhéhten Noradrenalin-Level zugesprochen. In vitro
sezernieren dendritische Zellen, die wie bei Sepsis mehrere Stunden Nor-
adrenalin ausgesetzt sind, durch Bindung sowohl an 8- als auch an a,-Adreno-
rezeptoren ein Zytokinprofil, das prinzipiell die Differenzierung von T-Zellen zu
Tw2-Zellen fordert [152]. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die bei Sepsis zu
messende Noradrenalin-Konzentration insgesamt durch Bindung an andere

Zellen eher die proinflammatorische Zytokinkaskade fordert (siehe 5.2.5).

Es ist daher eher davon auszugehen, dass die Apoptose von Lymphozyten
wahrend der Immunparalyse bei Sepsis zu einem Teil auf fehlende oder
unangemessene Stimulation von dendritischen Zellen zurtickzufiihren ist.
Experimentell sollte versucht werden die Reifung dieses Zelltyps zu férdern und

den Phanotyp zu beeinflussen.

5.2.4  ,Macrophage migration inhibitory factor* (MIF)

Eine mdgliche Rolle bei der Immunparalyse nach Sepsis kdnnte auch der
macrophage migration inhibitory factor (MIF) spielen. Dieses Zytokin, das in den
60er Jahren des letzten Jahrhunderts entdeckt wurde, wird von einer Vielzahl
verschiedener Zellen produziert, wie z.B. Lymphozyten, Makrophagen aber auch
von Endothelzellen sowie Zellen des Hypophysenvorderlappens und wird v.a. bei
Infektion bzw. Stress sezerniert [153-155]. Dem Zytokin wird nicht nur eine Rolle
bei Erkrankungen, wie Arteriosklerose [156], verschiedenen Tumorarten [157-

159] sowie Autoimmunkrankheiten, wie Diabetes mellitus Typ | [160]
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zugeschrieben, sondern eben auch ein Einfluss auf den septischen Schock [155,
161]. MIF kann als Gegenspieler von Glukokortikoiden [162] im Sinne einer
Zytokinkaskade die Ausschuttung weiterer proinflammatorischer Botenstoffe
fordern und so die Situation wahrend der Proinflammation fir den Korper
verscharfen [155, 163, 164]. Dies erklart, dass MIF-defiziente Mause nach LPS-
Stimulation eine geringere Menge entziindungsfordernder Zytokine produzieren
als gewohnliche Mause [163] und dass im Tiermodell in der frihen Phase der
Sepsis monoklonale Antikorper gegen MIF zu einem besseren Uberleben fiihren.
Anderseits wirkt MIF, wie unter bestimmten Bedingungen bereits bei anderen pro-
inflammatorischen Zytokinen [48] beobachtet, wahrend der Immunparalyse
protektiv [47]. Diese schitzende Wirkung in der immunsupprimierten Phase
konnte einerseits zurlckzufthren sein auf die Hemmung der Glukokortikoid-
Wirkung [162] oder auch auf die Hemmung der Apoptose von neutrophilen
Granulozyten [165] und Makrophagen [166].

Voraussetzung einer erfolgreichen klinischen Anwendung ware jedoch, dass vor
therapeutischer Anwendung des Zytokins bzw. dessen Blockade eine sichere
Differenzierung zwischen SIRS und CARS gegeben sein misste, um betroffenen
Patienten nicht mehr Schaden zuzuftigen. Dies ist bisher jedoch nicht méglich.
Denkbar ware auch ohne diese Unterscheidung eine MIF DNA-Immunisierung
von Patienten, die Gefahr laufen in naher Zukunft eine Sepsis zu entwickeln;
eventuell konnte dadurch die Phase der Proinflammation von Beginn an unter-
bunden werden. Experimentell wurde bereits solch ein Impfstoff, der zur
Aktivierung des Immunsystems Oligonukleotide gegen Tetanustoxin enthalt,
hergestellt [167]. Es zeigt sich im CLP-Modell tatsachlich, dass Mause, die
prophylaktisch aktiv mit MIF/Tetanustoxin DNA immunisiert wurden, in der friihen
Phase der Sepsis verringerte TNF-Spiegel und ein besseres Uberleben

haben [168]. Auch wenn in einzelnen Untersuchungen eine geringe Gefahr von
Auto-Antikorpern gegen Zytokine beschrieben wird [168-170] sollte solch eine
Immunisierung beim Menschen durchaus sehr kritisch gesehen werden. Viel zu
wenig ist Uber solch eine Immunisierung gegen korpereigene Zytokine und die

physiologischen Funktionen des sehr vielféltigen Zytokins MIF bekannt.
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5.2.5 Vegetatives Nervensystem

Lange Zeit aulBer Acht gelassen wurde das Nervensystem bei der Betrachtung
von Sepsis, obwohl es zwischen Immunsystem und zentralem Nervensystem
eine enge wechselseitige Beeinflussung gibt. Eine wichtige Rolle spielt hier das
vegetative Nervensystem, bestehend vor allem aus Sympathikus und seinem
Gegenspieler Parasympathikus. Diese innervieren zum gréf3ten Teil glatte
Muskelzellen verschiedener Organe und steuern so deren Funktion und Aktivitét.
Offensichtlich erhélt das Gehirn Uberwiegend tber afferente Fasern des Nervus
vagus schnell Informationen tber Entziindungsprozesse im Korper [171-173].
Wie bei einer Art Reflex wird dann Uber vegetatives Nervensystem und Hypo-
thalamus-Adenohypophysen-Achse auf den erhaltenen Input reagiert. So ist
bereits nachgewiesen, dass es bei vagotomierten Mausen aufgrund des
mangelnden regulierenden Einflusses nach Sepsis zu schlechterem Uberleben
kommt [174]. Auf verschiedenen Immunzellen, konnten nicotinerge und
muscarinerge Acetylcholin-Rezeptoren nachgewiesen werden. Erhdhte Aktivitat
des Parasympathikus (experimentell entweder pharmakologisch oder durch
elektrische Reizung) wird in erster Linie mit Blockade der Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine [175] und verbessertem Uberleben [176-178] in
Verbindung gebracht. Einen Einfluss auf antiinflammatorische Zytokinlevel
scheint der Parasympathikus jedoch nicht zu haben. Zwar werden teilweise dem
Sympathikus durch Bindung an 3,-Adrenozeptoren auf der Oberflache von
Monozyten und Lymphozyten antiinflammatorische Wirkungen zugesprochen
[179, 180], jedoch konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass die bei Sepsis
zu messenden Konzentrationen von Noradrenalin in erster Linie zu einer
Forderung der Produktion proinflammatorischer Zytokine beitragen, v.a. durch
Aktivierung von a,-Adrenozeptoren auf der Oberflache von Kupfferschen Stern-
zellen in der Leber [181, 182].

Mit diesem Wissen stellt sich die Frage, ob es nicht in Zukunft denkbar ist, durch
Beeinflussung des autonomen Nervensystems auf den Verlauf der Sepsis

Einfluss zu nehmen.
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526 Traditionelle chinesische Medizin

In China erzielt man Erfolge in der experimentellen Sepsistherapie durch die
Verwendung verschiedener Mixturen aus der traditionellen chinesischen Medizin.
Exemplarisch werden kurz die beiden in der Literatur am h&ufigsten mit Sepsis in

Verbindung gebrachten Mixturen vorgestellt.

Fur ,Xuebijing“, bestehend aus verschiedenen pflanzlichen Komponenten [183]
kann im Tiermodell gezeigt werden, dass Injektion der Mixtur in der Phase der
Proinflammation offenbar zu einer geringeren Erhéhung des T{1/T42-
Verhéltnisses sowie zu einer Abnahme des TNF-Spiegels [184] fuhrt.
Interessanterweise wird diese Krautermixtur in der chinesischen Fachliteratur
Ofters mit einer positiven Wirkung auf den Sepsisverlauf [185-187] in Verbindung
gebracht. Und auch durch die Verwendung der Mixtur ,Liu-Shen-Wan*, die in
pharmakologischen Studien antiinflammatorische Eigenschaften gezeigt

hat [188], konnten im Tiermodell in der frihen Phase der Sepsis niedrigere TNF-
Spiegel gemessen sowie ein besseres Uberleben nach CLP erreicht

werden [189].

Es kdnnte durchaus interessant sein mit Bestandteilen dieser Mixturen in
weiteren Experimenten Wirksamkeit und mogliche Wirkmechanismen zu

Uberprufen.
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6 Zusammenfassung

Sepsis als Entgleisung v.a. des angeborenen Immunsystems miindet primar in
eine Phase der Proinflammation und sekundar in eine Immunparalyse. Die
Suppression des Immunsystems in letztgenannter Phase ist mitverantwortlich fir
die hohe Mortalitat und Letalitat der Sepsis. Es ist daher von enormer Bedeutung
weitere Bestandteile des Pathomechanismus, der dieser Immunparalyse zu
Grunde liegt, zu entschlisseln. In dieser Arbeit wurde hierzu erstmals der

Einfluss der Immunparalyse auf die primare B-Zell-Antwort untersucht.

Als Sepsis-Modell wurde das gut etablierte CLP-Modell verwendet, fur das bereits
nachgewiesen ist, dass Mause am zweiten Tag nach CLP im Zustand der
Immunparalyse sind. Nach Immunisierung mit Ovalbumin zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde per ELISA die Antikbrpermenge im Serum der Mause

gemessen.

Es kann gezeigt werden, dass die verwendete Anasthesie und eine Sham-OP
keinen Einfluss auf die primare B-Zell-Antwort haben. Die CLP fiihrt insgesamt zu
unspezifischem Anstieg der Antikorper-Menge im Serum (Gesamt-IgG und
Gesamt-IgM) sowie der Ovalbumin-spezifischen IgM-Antikdrper. Mit zu-
nehmendem zeitlichen Abstand zwischen CLP und Immunisierung kommt es zu
einem weiteren Anstieg der Antikérper-Menge. Zudem ist nach CLP eine
Suppression der Ovalbumin-spezifischen IgG-, IgG1- und am deutlichsten der
Ovalbumin-spezifischen IgG2a- Antikérper zu beobachten. Wahrend nach 1-2
Tagen Abstand zwischen CLP und Immunisierung dieser immunsuppressive
Effekt auf die Antikorperproduktion am deutlichsten zu sehen ist, gleicht er sich
mit groRerem zeitlichem Abstand zunehmend dem Wert von Mausen ohne CLP

an.

Somit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass bei Sepsis die Immunparalyse
tatsachlich einen Einfluss auf die primare B-Zell-Antwort hat. Von der
Suppression betroffen sind IgG-, IgG1- und IgG2a-produzierende B-Zell-Klone,
die Antikérper gegen antigene Strukturen produzieren, die in der Phase der

Immunparalyse appliziert wurden. Der starkere Abfall der IgG2a-Ovalbumin-
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spezifischen Antikorper (im Vergleich zu IgG1) kdnnte zeigen, dass es - wie fur
die Phase der Immunparalyse typisch - zu einer Verschiebung des Ty1/T2-
Verhéltnisses in Richtung Ty2 kommt. Die Hemmung des Enzyms ,IDO* kann die

supprimierte Antikorperantwort nach CLP partiell aufheben.
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