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1. Theoretische Grundlagen

1.1. Immunsystem

Aufbau des Immunsystems

Das humane Abwehrsystem besteht aus zwei Komponenten: Das nichterregerspezifische

entspricht dem angeborenen, das erregerspezifische dem erworbenen Immunsystem.

Humorale und zelluldre Elemente beider System bilden die Basis eines kooperierenden
immunologischen Netzwerks. Seine Aufgabe ist der Erhalt der stofflichen Integritit des
menschlichen Korpers. Humorale Abwehrstoffe sind ubiquitér in allen Korperfliissigkeiten zu
finden, wahrend mobile Immunzellen in Lymphbahnen und Blutkreislauf zirkulieren.
Gemeinsam mit sessilen Zellen des Immunsystems sind sie am Aufbau von Lymphgewebe
und -organen beteiligt.

Zu den wichtigsten Aufgaben der Lymphorgane gehoren die Reproduktion und
Differenzierung der Immunzellen, die Expansion Antigen (Ag)-spezifischer Zellen, die
Induktion von Toleranz gegeniiber korpereigenen Strukturen und der Informationsaustausch
zwischen zirkulierenden und sessilen Zellen des Immunsystems.

Man unterscheidet primidre Lymphorgane, in denen T-(Thymus) und B-(Bone marrow)
Lymphozyten zu immunkompetenten Zellen heranreifen, von sekunddren Reaktions- bzw.
Wachstationen des Immunsystems, die vorzugsweise an potentiellen Erregereintrittspforten
lokalisiert sind. Dazu zdhlen Lymphozytenansammlungen in Haut und Schleimhiuten,
Lymphfollikel in Ileum (Peyer Plaques) und Appendix vermiformis, Lymphknoten und die
Tonsillen. Reife T- und B-Lymphozyten besiedeln diese sekunddren Lymphorgane,
vermehren sich dort und setzten bei Ag-Kontakt spezifische Immunreaktionen in Gang (Alam
R, 1998).



1.1.2. Komponenten des angeborenen, unspezifischen Immunsystems

Zellulare Komponenten

Phagozyten kommen als mobile (Granulozyten, Monozyten) und sessile Zellen
(Makrophagen) im Blutkreislauf und in fast allen Geweben vor. Bereits aufgrund einfacher
Erkennungsmerkmale konnen sie korperfremdes Material erkennen, aufnehmen und
intrazelluldr prozessieren. Die quantitative Verstirkung der Phagozytoseleistung durch
humorale Faktoren ( Akute-Phase-Proteine, Collectine, Komplement, Antikorper (AK)) wird
als Opsonierung bezeichnet. Diese Faktoren binden das korperfremde Material und werden
dadurch von den Phagozyten bevorzugt aufgenommen, die hierzu spezielle Rezeptoren auf
ihrer Zelloberfliche exprimieren. Die Gesamtheit aller phagozytierenden Zellen nennt man
Monozyten-Makrophagen-System.

Zu den inflammatorische Zellen zdhlt man weiters noch Mastzellen, basophile und
eosinophile Granulozyten, Endothelzellen und Thrombozyten. Sie werden in die efferente
Phase spezifischer Immunreaktionen eingebunden und dienen dabei der Verstirkung von
Abwehrvorgéingen (Gleich GJ, 1989).

Natiirliche Killerzellen sind granuldre zytotoxische T-Lymphozyten, die wegen fehlender Ag-
Spezifitdt auch zum unspezifischen Immunsystem gezahlt werden. Thre zytotoxische Effizienz
wird durch Zytokine (z.B. IFNy, IL-2) aus gleichzeitig aktivierten T-Lymphozyten des
adaptiven Immunsystems potenziert (Kos FJ, 1998).

Humorale Komponenten

Monokine sind die Signalproteine der Zellen des unspezifischen Immunsystems. Sie wirken
unter physiologischen Bedingungen auto- und parakrin und sind deshalb beim Gesunden im
Serum nur in niedrigen Spiegeln nachzuweisen. Die wichtigsten Vertreter sind TNFa, 1L-1

und IL-6 und die Typ-1-Interferone.



Das Komplementsystem umfafit mehr als 25 Proteine, die im Serum und an Zelloberflichen
gebunden vorkommen und in einer kaskadenartigen Reaktion zur Lyse fremder Zellen, zur
Opsonierung und damit zur Aktivierung von Phagozyten, Lymphozyten, Mastzellen und
anderen inflammatorischen Zellen fithren konnen. Es kann auf verschiedenen Wegen aktiviert
werden: Beim klassischen Weg wird die Reaktionskette durch Ag-AK-Komplexe des IgG-
oder IgM Isotyps ausgelost (Beginn mit Aktivierung von Clq), beim alternativen Weg wird
die Kaskade entweder allein durch Ag oder auch durch Ag-AK-Komplexe des IgA-und IgE-
Isotyps aktiviert (Beginn mit Aktivierung von C3). Dariiber hinaus sind proteolytische
Enzyme aus inflammatorischen Zellen in der Lage Spaltprodukte des Komplementsystems
(Anaphylatoxine) freizusetzten (Medzhitov R, Janeway CA Jr., 2000; Medzhitov R, Janeway
CA Jr., 1997; Beutler BA, 1999; Carroll MC, 1998).

1.2.2. Komponenten des erworbenen, spezifischen Immunsystems

An der adaptiven Immunitét wirken zelluldre und humorale Mechanismen mit, wobei nahezu
jede spezifische immunologische Reaktion Elemente des unspezifischen Immunsystems
einbezieht.

Zelluldre Reaktionen sind wichtig zur Abwehr von vorwiegend intrazelluldr lokalisierten
Erregern wie Viren, von Pilzen und Protozoen und von intrazelluldr proliferierenden
Bakterien (z.B. Listerien, Mykobakterien). Man unterscheidet die zytotoxische zellulére
Reaktion durch CD 8 (cluster of differentiation)-T- Supressor-Lymphozyten von der zelluldr
vermittelten Spatreaktion durch CD4-DTH-Helfer-Lymphozyten.

Humorale Reaktionen dienen aber auch der Abwehr bzw. Neutralisation von extrazellulér
lokalisierten Ag, v.a. von extrazelluldr proliferierender Bakterien und Bakterientoxinen und
Viren, bevor sie in Zielzellen eindringen konnen.

Das adaptive Immunsystem verfiigt iiber eine spezifische Gedachtnisleistung, die gegeniiber
manchen Erregern schon nach einmaligem Kontakt lebenslangen Schutz verleiht. Sie wird
besonders anschaulich, wenn man die primire und sekundire humorale Immunantwort
vergleicht. Bei erstmaligem Kontakt mit einem fremden Ag bilden die B-Lymphozyten nach
einer Sensibilisierungsphase von 8-10 Tagen spezifische [gM-AK (Primédrantwort). Wéhrend
dieser Zeit werden auch Ag-spezifische T-Helferzellen sensibilisiert. Sie unterstiitzen und
verstiarken die B-zelluldire Immunantwort und verdndern sie qualitativ (Isotypenwechsel von
IgM- auf IgG-Produktion), wenn das Ag persistiert oder zu einem spéteren Zeitpunkt



(Wochen bis Jahre) erneut in den Organismus eindringt. Bedingt durch die Gedéchtnisleistung
der T-Lymphozyten ist die Latenz der sekunddren humoralen Immunantwort deutlich kiirzer
(3-7 Tage) (Fearon DT, 1998; Medzhitov R, Janeway CA Jr., 1998).

Zelluléire Komponenten

Die Zellen des adaptiven Immunsystems sind die B- und T-Lymphozyten. Wie alle anderen
Zellen des himatopoetischen Systems entstammen sie der pluripotenten Knochenmarkszelle
und gehoren entwicklungsgeschichtlich zum Mesoderm. Der Organismus des Erwachsenen
verfiigt iiber etwa 10'2 Lymphozyten (ca. lkg Zellmasse), die sich vorwiegend in den
Lymphbahnen und Lymphorganen authalten. Nur etwa 2% aller Lymphozyten befinden sich
im Blut. Davon sind etwa 75% T-Lymphozyten und 15% B-Lymphozyten.

B-Lymphozyten sind als Vorldufer der AK-sezernierenden Plasmazellen neben T-
Lymphozyten die Tridger der spezifischen humoralen Immunitit. Thre Aufgabe ist die
Erkennung extrazelluldr lokalisierter Ag und die daran anschlieBende Produktion und
Sekretion spezifischer AK (Immunglobuline). Jede immunkompetente B-Zelle produziert
AK-Kopien einer definierten Spezifitit, die bereits bei der Reifung durch genetische
Rekombination der Ig-Keimbahngene festgelegt wird. Zur Ag-Erkennung dient der B-Zell-
Rezeptor, ein in der Zellmembran verankerter AK-Isotyp, der mit signaliibermittelnden
Proteinen in unmittelbarer Verbindung steht .

Ag-spezifische T-Lymphozyten haben als immunregulatorische Zellen zentrale Bedeutung im
immunologischen Netzwerk. Zwei hauptséchlich exprimierte Oberflichenmolekiile dienen
auch der Subtypisierung dieser heterogenen Zellpopulation. Das CD8-Molekiil ist auf den
zytotoxischen T-Lymphozyten und auf T-Supressor-Zellen zu finden, wihrend das CD4-
Molekiil T-Helferzellen und DTH-Lymphozyten kennzeichnet. Jeder Ag-spezifische T-
Lymphozyt exprimiert einen zellspezifischen Ag-Rezeptor (T-Zell-Rezeptor), dessen
Spezifitit bei der Reifung durch Rekombination der T-Zell-Rezeptor-Keimbahngene
festgelegt wird. Er steht in Verbindung mit den als CD3-Komplex bezeichneten
Signaliibertragungsmolekiilen, die an der Aktivierung der T-Zelle beim Ag-Kontakt
unmittelbar beteiligt sind und in allen Ag-spezifischen T-Zellen zu finden sind (Haynes BF,
Denning SM, 1993; Herman A et al, 1991; Robey E, Allison JP, 1993).



Humorale Komponenten

Immunglobuline (AK) sind die humoralen Erkennungsproteine des adaptiven Immunsystems.
Sie kommen als B-Zell-Rezeptoren auf der Oberfldche von B-Lymphozyten vor und werden
von stimulierten, differenzierten B-Lymphozyten (Plasmazellen) in groen Mengen (ca.2000
Kopien/Sek.) als 16sliche AK sezerniert. Folgende AK-Klassen werden unterschieden:

1.) IgA-AK kommen hauptsdchlich in Korpersekreten vor, bilden Dimere und dienen der

Inaktivierung korperfremder Ag, bevor diese in den Organismus eindringen konnen.

2.) IgM-AK sind die Ig der Primérantwort. Sie zeichnen sich durch eine hohe Bindungstérke
an Makromolekiilen mit repetitiven Epitopen aus, da sie als Pentamere iiber zehn identische
Ag-Bindungstellen verfiigen.

3.) IgG-AK machen etwa 75% der zirkulierenden Immunglobuline aus. Sie sind auch
qualitativ die wichtigsten und langfristig schiitzenden AK. Es handelt sich um
Immunglobuline der sekundidren Immunantwort, d.h. sie werden bei wiederholter oder

anhaltender Stimulation gebildet und sind dauerhaft im Serum nachzuweisen.

4.) IgE-AK haben pathologische Bedeutung im Rahmen der allergischen Sofortreaktion und
sind bei atopisch veranlagten Individuen gelegentlich mehr als 10fach erh6ht im Serum zu
finden. Uber spezifische IgE-Rezeptoren werden sie an die Zellmembran von Mastzellen und
basophilen Leukozyten gebunden und aktivieren diese Zellen bei Ag-Kontakt.

5.) IgD-AK sind an Differenzierungsvorgéngen von B-Lymphozyten beteiligt und der primér
nachweisbare Isotyp des B-Zell-Rezeptors. Im Serum sind sie nur von untergeordneter
Bedeutung.

Lymphokine sind interzelluldre Signalproteine und Wachstumsfaktoren des adaptiven
Immunsystems. Die wichtigsten sind IL-2 und IL-4, Typ-2-Interferon (y) und Transforming
Growth factor B (TGFB). Sie werden vorwiegend von T-Lymphozyten sezerniert, haben
immunregulatorische und sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wirkungen. Sie werden

auch unter den Zytokinen subsumiert.



1.2. Zytokine

Der Begriff Zytokine wird als generelle Bezeichnung fiir 16sliche Proteine und Peptide
verwendet, die als chemische Mediatoren Interaktionen zwischen einer Reihe
unterschiedlicher Zellen regulieren und das diese Zellen umgebende Milieu kontrollieren. Sie
sind bereits in nano-bis picomolaren Konzentrationen biologisch wirksam. Zu den von Zellen
unter physiologischen Bedingungen freigesetzten Zytokinen gehdren auch die von
Leukozyten sezernierten Interleukine (IL) , die von Lymphozyten sezernierten Lymphokine
(lymphozytire Zytokine), die von Monozyten sezernierte Monokine (monozytéire Zytokine),
Interferone, koloniestimulierende Faktoren und eine Reihe anderer, nicht in diese Gruppe
klassifizierbare Proteine. Wegen der nomenklatorischen Schwierigkeiten werden alle
genannten Faktorgruppen auch ganz allgemein als regulatorische Peptidfaktoren bezeichnet.

Eine empirische Einteilung teilt die Zytokine in folgende Untergruppen:

1. Immunregulatorische Zytokine mit EinfluB auf Aktivierung, Wachstum und
Differenzierung von Lymphozyten und Monozyten. Hierzu gehdren z.B. Interleukin (IL)-
2, IL-4 und Transforming growth factor (TGF)-8.

2. Proinflammatorische Zytokine, welche iiberwiegend nach Stimulation mononukleérer
Phagozyten durch infektiose Erreger gebildet werden: beispielsweise IL-1, Tumor
Nekrose Faktor (TNF)-a, IL-6 und die Mitglieder der Chemokin-Familie
proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-8, die monozytiren chemotaktischen Proteine
(MCP)-1,-2,-3 und die inflammatorischen Makrophagenproteine (MIP)-1a.,-18.

3. Zytokine, welche das Wachstum und die Differenzierung unreifer Leukozyten regulieren,
z.B. IL-3, -7, Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF).

Zytokine beeinflussen die Genaktivierung und iiber diesen Weg auch die Aktivierung von
Zellen, das Zellwachstum, die Differenzierung, die Expression funktioneller
Oberflachenmolekiile und die resultierende zelluldre Effektorfunktion. Es ergibt sich eine
weitreichende Wirkung der Zytokine auf die Regulation der Immunantwort und die
Pathogenese verschiedener Erkrankungen (Arai K1 et al., 1990.

Im Folgenden soll auf die Interleukine (IL)-6, -8, und -10 und den Tumor Nekrose Faktor

(TNF)-a im Speziellen eingegangen werden.



1.2.1. Interleukin 6 (IL-6)

Vorkommen:

IL-6 wird von verschiedenen Zelltypen produziert, die Hauptquellen in vivo sind jedoch
stimulierte Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen. Makrophagen, T- und B-
Lymphozyten, Mastzellen, Gliazellen und Keratinozyten sind nach entsprechender

Stimulation ebenfalls in der Lage IL-6 zu exprimieren.

Physiologische Stimuli fiir die Synthese von IL-6 durch Monozyten sind IL-1, bakterielle
Endotoxine sowie TNFo/3 und Plateled Derived Growth Factor (PDGF). In Fibroblasten wird
die Synthese von IL-6 durch IFN-B, TNFa, PDGF und durch Virusinfektionen stimuliert. IL-
6 selbst stimuliert auch seine eigene Synthese. Gehemmt wird die Produktion hauptsidchlich
durch Glukokortikoide (Brach MA et al., 1992.

Wirkung:

IL-6 ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin, das die antigenspezifische Immunantwort und die
inflammatorischen Reaktionen beeinflufit und einen der Hauptmediatoren der Akute-Phase-
Reaktion darstellt (Heinrich PC et al., 1990).

Neben seiner Eigenschaft als ein Thrombopoetin in vitro die Reifung von Megakaryozyten zu
induzieren und in vivo die Plittchenzahl zu erhohen, scheint es eine Schliisselrolle in der
Pathogenese des Schocks und der Sepsis zu spielen. Zu seinen Eigenschaften zdhlen weiters
die Regulation der Expression anderer Zytokine, die Induktion der Differenzierung und
Proliferation normaler und maligner Zellen und die Hemmung von Tumorwachstum in vivo

unter experimentellen Bedingungen (Stravena JE et al., 1992; Lee F et al., 1989).

Wie IL-1, stimuliert auch IL-6 die ACTH-Synthese. Die als Antwort hierauf gebildeten
Glukokortikoide inhibieren in vivo wiederum die Produktion von IL-6, IL-1 und TNF, so dal}
zwischen Immunsystem und neuroendokrinen Funktionsebene eine Art negativer
Riickkopplung existiert (Helle M et al., 1988).



Desweiteren wirkt es sowohl in vitro als auch in vivo als Differenzierungsfaktor fiir B-Zellen
und als Aktivierungsfaktor fiir T-Zellen, induziert IL-2-unabhingig die Natiirliche Killer
(NK)-Zellproliferation und erhoht die TNF-o und -B Ausschiittung. IL-6 kann nach
vorausgegangener Aktivierung durch IL-4 die abschlieBende Reifung der B-Zellen zu
Immunglobulin-sezernierende Plasmazellen in einem Ausmall induzieren, dafl eine 120-
400fache Steigerung des Serum-IgG1-Spiegels beobachtet werden kann (Rabinowich H et al.,
1993).

Klinische Relevanz:

Die Deregulation der Expression von IL-6 ist wahrscheinlich ein wesentlicher Faktor in der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen. IL-6 Plasma-Spiegel sind deutlich erhoht bei
schwerwiegenden Krankheitsbildern, einschlieBlich des septischen Schocks, und korrelieren
mit der Schwere der Krankheit (Presneill JJ et al., 2000.

Eine exzessive Uberproduktion wird bei verschiedenen pathophysiologischen Zustinden
beobachtet, u.a. bei rheumatoider Arthritis, multiplem Myelom, Lennert-Syndrom, Morbus-
Castleman, kardialen Myxomen, Alkoholismus und dadurch bedingter Hepatitis und
Leberzirrhose. Auch in der Pathogenese der chronischen Polyarthritis scheint IL-6 neben IL-1
und IL-8 eine Rolle zu spielen, da die Konzentration in der Synovialfliissigkeit exzessiv
erhoht ist (Fujimoto M et al., 2000).

IL-6 konnte auch dank seiner Wirkung auf hdmatopoetische Zellen fiir die Behandlung
bestimmter Andmie- und Thrombozytopeniearten geeignet sein. Nach einer Vorbehandlung
mit IL-3 erhdht eine IL-6-Gabe die Pléttchenzahl betrdchtlich (Asano S et al., 1990). In
Verbindung mit Zytokinen wie IL-2 konnte IL-6 in der Therapie einiger Tumorarten von
Nutzen sein. Vorklinische Studien mit IL-6 zur Tumorbekdmpfung wiesen seine Rolle als ein
Vermittler sowohl der nicht-MHC beschrinkten als auch der MHC-beschrinkten
Immuneffektorzellfunktion als Teil der antineoplastischen und antimikrobiellen
Verteidigungsmechanismen nach. Auflerdem scheint es eine direkte antiproliferative und
differenzierende Wirkung auf einige Arten von Tumorzellen zu haben. Die positive
hamatopoetische und thrombopoetische Wirkungen von IL-6 scheint sich in Patienten mit
deutlicher Knochenmarkssuppression infolge Chemotherapie vorteilhaft zu erweisen
(Martinez-Maza O and Berek J, 1991; Mule JJ et al., 1992).

Das Monitoring postoperativer IL-6-Serumspiegel konnte fiir die Beurteilung eines
inflammatorischen Zustandes und der Fritherkennung einer Akute-Phase-Reaktion hilfreicher

8



sein als die Uberwachung der C-reaktive Protein-Spiegel (Ohzato et al., 1992; Blackwell TS,
Christman JW, 1996). Beispielsweise antizipierten in 28 Lebertransplantation-Patienten
bereits die intraoperativen IL-6 Serumspiegel von 800pg/ml oder mehr 75% der
postoperativen bakteriellen oder viralen Infektionen (Fugger R et al., 1991). Ein IL-6-
Spiegelanstieg scheint auch ein Warnsignal fiir bevorstehende Komplikationen von
Organtransplantationen zu sein (Ohzato H et al., 1992).

Einen neuen Behandlungsansatz des M. Chron konnte die Blockade der IL-6-
Transsignalisierung darstellen, die die T-Zell-Resistenz gegeniiber Apoptose unterdriickt
(Atreya R et al., 2000).

1.2.2. Interleukin 8 (ILS8)

Vorkommen:

IL-8 wird von Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Melanozyten, Hepatozyten,

Chondrozyten, einer Reihe von Tumorzelllinien und stimulierten Monozyten produziert.

In vielen Zellarten wird die IL-8 Synthese stark durch IL-1 und TNF-o stimuliert
(Mitsushima K and Oppenheim JJ, 1989). In humanen Hautfibroblasten wird die IL-8
Expression durch Leukoregulin gesteigert. IFN-y kann als Kostimulator fungieren. Die IL-8
Synthese wird zudem durch Phytohdmagglutinine, Concanavalin A, doppelstringige RNA,
Phorbolester, Sodiumuratkristalle, Viren und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) induziert.
Die IL-8-Expression durch ruhende und stimulierte humane Blutmonozyten wird durch IL-7
hochreguliert. In Chondrozyten wird die IL-8-Synthese durch IL-18, TNF-a alpha und LPS,
in humanen Astrozyten durch IL-1 und TNF-a stimuliert. In epithelialen, endothelialen- und
fibroblastischen Zellen wird die IL-8 Sekretion durch IL-17 induziert. Glukokortikoide, IL-4,
TGF-B, 5" Lipooxygenasehemmer und 1,25(OH)2Vitamin D3 hemmen die IL-8 Synthese.

IL-8 wird konstitutionell und unter allgemeinen Bedingungen in verschiedensten
Tumorzelllinien produziert und seine Synthese scheint beispielsweise bei Patienten mit
hepatozelluldrem Karzinom in Relation zum Serumspiegelanstieg zu stehen (Sakamoto K et
al., 1992).



Wirkungen:

Die Wirkung von IL-8 ist nicht speziesspezifisch. In seinen biologischen Eigenschaften dhnelt
es einem anderen Protein, dem Neutrophilen Aktivierenden Peptid-2 (NAP-2). Diese
spezifische Neutrophilenaktivierung unterscheidet es von allen anderen Zytokinen. Es
induziert in eben diesen einen voriibergehenden Anstieg der zytosolischen
Calziumkonzentration und die spezifische Freisetzung von Enzymen aus den Granula. IL-8 ist
einer der stirksten chemotaktischen Faktoren fiir Neutrophile (Kunkel SL et al., 1991) und
fordert die Expression von Adhédsionsmolekiilen auf der Zellmembran (Huber A et al., 1991).
Der Metabolismus reaktiver Sauerstoff-Radikale in Neutrophilen wird ebenfalls gesteigert
(Kuna P et al., 1991).

IL-8 scheint nicht nur chemotaktische Aktivitét fiir alle derzeit identifizierten migratorischen
Immunzellen zu besitzen und ein proinflammatorischer Vermittler zu sein, sondern weist in
seiner intravaskuldren, von aktivierten Endothelzellen sezernierten Form, cine vielmehr
antiinflammatorische, ndmlich hemmende Wirkung auf die Adhédsion polymorphkerniger
Zellen an diese Monolayer auf (Hechtman DH et al., 1991). Ferner wirkt es mitogen auf
Epidermiszellen. In vivo bindet IL-8 stark an Erythrozyten. Diese Adsorption scheint von
physiologischer Bedeutung zu sein, da an Erythrozyten gebundenes IL-8 nicht mehr ldnger
Neutrophile aktiviert. Von Makrophagen stammendes IL-8 unterstiitzt die Angiogenese und
scheint in Angiogenese-abhéngigen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, dem
Tumorwachstum und der Wundheilung eine Rolle zu spielen (Koch AE et al., 1992).

Klinische Relevanz:

Allgemein scheint IL-8 ein Marker verschiedenster inflammatorischer Prozesse zu sein und
deren Ausmal} vorhersagen zu kénnen (Lin KJ et al., 2000).

Im Speziellen scheint es beispielsweise fiir Erkrankungen wie Psoriasis und rheumatoider
Arthritis von klinischer Relevanz zu sein. Erhohte Konzentrationen werden in psoriatischen
Schuppen beobachtet, was die hohe Proliferationsrate dieser Zellen erklédrten konnte (Gillitzer
Retal., 1991).

Neben IL-1 und IL-6 spielt vermutlich auch IL-8 eine Rolle in der Pathogenese der
chronischen Polyarthritis, da exzessive Mengen dieses Faktors in der Synovialfliissigkeit
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gefunden wurden. Die Aktivierung neutrophiler Granulozyten scheint die Migration von
Zellen in die Kapillaren der Gelenke zu verstirken. Von diesen Zellen wird angenommen, daf3
sie die Kapillaren durchwandern und in das umliegende Gewebe eintreten, was zu einem
konstanten Einstrom von Entziindungszellen in die Gelenksbereiche fiihrt (Koch JE et al.,
1991).

In einer Studie mit transgenen Miusen, die IL-8 liberexprimieren, wurde der Zusammenhang
erhohter IL-8 Spiegel mit der Zunahme zirkulierender Neutrophiler und der Abnahme der L-
Selektin-Expression auf deren Oberfliche aufgezeigt. Verdnderungen in der Expression von
beta-2-Integrinen Mac-1 und LFA-1 auf Neutrophilen im peripheren Blut wurden nicht
beobachtet. Die Expression von L-Selektin auf Knochenmarks- und Vorlduferneutrophilen
war normal. Eine Ansammlung von Neutrophilen wurde in der Mikrozirkulation der Lunge,
der Leber und der Milz beobachtet. Neutrophilenextravasation, Plasmaexsudation oder
Gewebsschiden blieben jedoch aus. Die Neutrophilenmigration in das entziindete Peritoneum
wurde stark gehemmt (Simonet WS et al., 2000).

Die erhohte Produktion von IL-8, das fiir die Leukozytenadhision an Gefdflendothelien und
die Migration neutrophiler Granulozyten in die Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) verantwortlich
zu sein scheint, scheint die bei einer bakteriellen im Vergleich zu einer aseptischen Meningitis
vorliegende schwerwiegendere Entziindung zu begriinden (Seki T et al., 1993).

Eine bedeutende Rolle kommt IL-8 auch im Rahmen des Asthma bronchiale zu. Die hohen
Spiegelwerte und die freie Neutrophilenelastaseaktivitit, die im Sputum asthmatischer
Patienten beobachtet werden, lassen vermuten, dafl IL-8 die Neutrophilie der Atemwege und
die Neutrophilenelastase-Hypersekretion im akuten Asthmaanfall bedingen (Norzila MZ et
al., 2000).

Anhand einer Studie mit Ratten iiber Endotoxin-bedingte Pleuritis hat sich IL-8 als eine
Hauptkomponente der chemotaktischen Aktivitdt bzgl. Neutrophilenrekrutierung dargestellt
(Broaddus VC et al., 1994; Boylan AM et al., 1994).

Studienergebnisse wiesen im Tiermodell, in experimenteller Endotoxindmie und in
Sepsispatienten darauf hin, daf IL-8 im Rahmen einer Sepsis in betrdchtlichen Mengen
synthetisiert und ausgeschiittet wird. Einige wenige Untersuchungen zeigten eine schwache
Korrelation zwischen erhohten IL-8 Spiegeln, dem Auftreten septischen Schocks und damit
verbundener Letalitit (Hack CE et al. 1997).
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1.2.3. Interleukin 10 (IL10)

Vorkommen:

Im Menschen wird IL-10 von aktivierten CD8+ T-Zellen des peripheren Blutes, von ThO,
Thl, und Th2-dhnlichen CD4+ T-Zellklonen sowohl nach Antigen-spezifischer als auch
polyklonaler Aktivierung, von B-Zell-Lymphomen, und von LPS-aktivierten Monozyten und
Mastzellen produziert (Yssel H et al., 1992).

B-Zelllinien von Patienten mit AIDS und Burkitt Lymphom sezernieren konstitutionell grof3e
Mengen an IL-10 (Benjamin D et al., 1992).

Gehemmt wird die IL-10-Synthese von Monozyten durch IL-4 und IL-10 selbst (Zlotnik A,
Moore KW, 1991).

Wirkung:

IL-10 fiihrt in Thl-Subpopulationen von T-Zellen zur Synthesehemmung bestimmter
Zytokine wie beispielsweise IFN-y und IL-2. Dies kann durch IL-4 antagonisiert werden. Der
Hemmeffekt auf die IFN-y Produktion erfolgt indirekt und scheint das Ergebnis einer
Unterdriickung der IL-12 Synthese durch Begleitzellen zu sein (Zlotnik A and Moore KW,
1991). Im menschlichen Koérper wird IL-10 von Thl- und Th2-Zellen produziert, wobei es
deren Funktion (antigen-spezifische Proliferation und Zytokinproduktion) herunterregulieren
kann (Del-Prete G et al., 1993). In von bakteriellem LPS stimulierten Makrophagen hemmt
IL-10 die IL-1, IL-6 und TNF-a Synthese, indem es den Abbau der Zytokin mRNA steigert.
Es fiihrt auBBerdem zu einer Hemmung der Antigenprisentation. In humanen Monozyten
antagonisieren IFN-y und IL-10 sich gegenseitig in Produktion und Funktion. IL-10 ist auch
ein physiologischer Antagonist von IL-12 (Chomater P et al; 1993).

IL-10 hemmt auch die mitogen- oder CD3-induzierte Proliferation von T-Zellen in Gegenwart
zusitzlicher Zellen und reduziert die Produktion von IFN-y und IL-2. Exogenes IL-2 und IL-4
hemmt den Proliferationshemmeffekt, beeinfluit aber nicht die IFN-y Produktion. In LPS-
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stimulierten Makrophagen steigert IFN-y die IL-6 Synthese, indem es die IL-10 Produktion
hemmt. IL-10 scheint fiir die meiste oder die gesamte Fahigkeit der Th2-Superfamilien, die
Zytokinsynthese von Thl-Zellen zu hemmen, verantwortlich zu sein. Zudem hemmt es in
vivo die Sekretion von TNF-o und schiitzt vor der Letalitit eines durch Endotoxin
ausgelosten septische Schocks in Méusen. IL-5 induziert hemmt es die Immunglobulinabgabe
von T-Zell-unabhéngigen Antigenen (D" Andrea A et al., 1993).

IL-10 tritt jedoch auch als Kostimulator fiir die Proliferation von Mastzellen (in Gegenwart
von IL-3 und/oder IL-4) und peripheren Lymphozyten auf. Wéhrend IL-10 allein keinen
Effekt auf die Proliferation von Mastzellen und ihre Vorlduferzellen hat, hat eine
Kombination aus IL-10 und IL-4 denselben wachstumsfordernden Effekt wie IL-3 alleine.
Optimales Mastzellwachstum wird erreicht durch die Kombination von IL-3, IL-4 und IL-10.
Entsprechend seiner Wirkung auf Mastzellen spielt IL-10 wahrscheinlich eine Rolle in der
Entstehung einer Mastozytose, die hdufig im Anschlull an parasitidre Infektionen beobachtet
wird, indem es die Wirkungen von IL-3 und IL-4 potenziert (Thompson-Snipes LA et al.,
1991).

IL-10 ist ebenfalls ein Kostimulator fiir das Wachstum reifer und unreifer Thymozyten
(zusammen mit IL-2, IL-4 und IL-7) und funktioniert als ein zytotoxischer T-Zell-
Differenzierungsfaktor, der einer groBeren Anzahl an IL-2 aktivierten zytotoxischen T-
Lymphozyten-Vorlduferzellen Vorschub leistet und zu zytotoxischen Effektorzellen
differenziert. IL-10 hilt die Lebensfahigkeit von B-Zellen in vitro aufrecht, stimuliert sie und
fordert ihre Differenzierung. Es steigert die Expression von MHC Klasse II Antigenen auf B-
Zellen wihrend sie auf Monozyten gehemmt wird. In iiber ihren Antigenrezeptor oder CD40
aktivierten B-Zellen induziert IL-10 die Sekretion von IgG, IgA und IgM. Dieser Effekt ist
synergenisiert durch IL-4 wihrend die durch IL-10 induzierte Immunglobulinsynthese durch
TGF-beta antagonisiert wird. Die Makrophagenaktivierung kann durch IL-10 verhindert
werden (Bogdan C et al., 1991).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, da3 humanes IL-10 ein potenter und spezifisch fiir
humane CDS8+ T-Lymphozyten chemotaktisch aktiver Faktor ist. Die Migration IL-8-
induzierter CD4+ T-Lymphozyten wird durch ihn jedoch gehemmt (Jinquan T et al., 1993).

Folglich besitzt IL-10 eine Variation unterschiedlichster Aktivititen, die nicht alle
immunsupressiv sind. So konnte beispielsweise eine verstirkte Transkription der FMLP-
Rezeptor mRNA mit nachfolgend entsprechend erhohter Rezeptorexpression auf der
Zelloberfliche von Monozyten, die erhohten IL-10 Konzentrationen ausgesetzt waren,
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigten IL-10 behandelte Monozyten eine signifikant
erhohte funktionale Reaktion gegeniiber FMLP mit einer (drei- bis vierfach) gesteigerten
Chemotaxis und  zweifach  erhohter intrazelluldrer = Calciummobilisation. In
polymorphkernigen Neutrophilen vermittelte IL-10 ebenfalls eine, wenn auch nur zweifach
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erhohte FMLP-Rezeptorexpression. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dafl IL-10 {iber
Modulation der Chemotaxis-Rezeptor-Expression pro- und antiinflammatorische Aktionen in
Zielzellen kombinieren kann. Im Rahmen einer Entziindungsreaktion konnte IL-10 also
sowohl fiir einen Mechanismus fiir die Ansammlung mono- und polymorphkerniger Zellen im
Entziindungsgebiet als auch einen Feedback-Mechanismus, um einer unkontrollierten
Reaktion entgegenzuwirken, sorgen, indem es deren oxidativen Metabolismus und deren
Produktion proinflammatorischer Zytokine kontrolliert (Thivierge M et al., 1999; Capsoni F
etal., 1997).

Klinische Relevanz:

Bei Kindern mit septischem Schock scheinen die IL-10 und TNF-Spiegel mit der Schwere des
Organversagens und der Sterblichkeit zu korrelieren. Ein Abfall der Spiegel innerhalb von 24
Stunden scheint begiinstigende prognostische Bedeutung zu haben (Hatherill M et al., 2000).

Eine andere Studie zeigt, daB septische Schockpatienten im Vergleich zu reinen
Sepsispatienten hohere IL-10 Spiegel aufweisen und diese den Versuch der Unterdriickung
eines Schocksyndroms zu reflektieren scheinen (Kasai et al., 1997). Mehr Kldrung konnten
diesbeziiglich Keel und Mitarbeiter liefern, die nachwiesen, daBl IL-10 der durch
proinflammatorische Zytokine induzierten Hemmung der Neutrophilenapoptose und damit
der durch die exzessive Ausschiittung toxischer Granulakomponenten und reaktiver
Sauerstoffmetaboliten bedingter Gewebsschidigung entgegenwirkt (Keel M. et al., 1997).

In einer Studie iiber die klinischen, hdmatologischen und immunologischen Auswirkungen
einer IL-10-Applikation beim Menschen zeigte 6 Stunden nach Injektion eine transiente
Leukozytose (24-63% tiiber den Basalwerten), die sich mit einem dosisabhidngigen Riickgang
(12-24%) der Sauerstoffradikalbildung in Neutrophilen deckte. Weiters wurde eine deutliche
Hemmung (60-95%) der Endotoxin-induzierten IL-6- und IL-8-Produktion festgestellt.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daf} eine einmalige IL-10 Gabe ohne bedeutende
Nebenwirkungen die in vivo Produktion von IL-6, IL-8 und IFN-y herabsetzt (Fuchs AC et
al., 1996).

Untersuchungen beweisen, dal zahlreiche Zytokine gemeinsam die fiir die
Entziindungsantwort wichtige endotheliale Zytokinexpression unterschiedlich regulieren
konnen. Diese Regulation kdnnte zur Verbesserung oder Losung der Entziindungsantwort
beitragen. Beispielsweise hemmt eine Vorbehandlung mit IL-10 die TNF-a- oder LPS-
induzierte IL-6-Produktion von Gefdflendothelzellen (Chen CC, Manning AM, 1996).
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In einer Studie mit IL-10 transgenen Méusen konnte gezeigt werden, da3 die Expression von
IL-10 in den Langerhans-Inseln zu einer ausgeprdgten Entziindung des Pankreas, ohne
Entziindung der Langerhans-Inseln und ohne Diabetes, fiihrt. Dieses Rekrutieren von
Entziindungszellen in den Pankreas steht im deutlichen Gegensatz zu den biologischen in
vitro Aktivititen von IL-10, die nachweisen, da3 IL-10 ein stark immunsuppressives Zytokin
ist. Laut dieser Studie liefert IL-10 also in vivo ein potentes Rekrutierungssignal fiir die
Leukozytenmigration und diese Wirkungen sind relevant fiir therapeutische in vivo
Applikationen von IL-10 (Wogensen L et al., 1993).

In einer dhnlichen Studie wurde das IL-10 Gen inaktiviert, um die biologischen Aktivititen
dieses Interleukins zu untersuchen. Die Maiuse zeigten eine normale Entwicklung der
Lymphozyten und der Immunantwort, waren aber wachstumsretardiert und litten unter
chronischer Enterokolitis. Im Darm stellten sich eine extensive Mukosahyperplasie,
Entziindungsreaktionen und verdnderte MHC Klasse II Molekiihlexpression auf den
Epithelien dar. Die Beobachtung, da3 diese Tiere unter pathogenfreien Bedingungen nur eine
lokale, auf den proximalen Darm begrenzte Entziindung aufwiesen, 146t vermuten, da3 IL-10
ein wesentlicher Immunregulator des Intestinaltrakts ist und dal die generalisierte
Darmentziindung in IL-10 defizienten Tieren auf durch Darmantigene ausgeldste
unkontrollierte Immunantworten zuriickzufiihren ist (Kiihn R et al., 1993).

1.2.4. Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)

Vorkommen:

Unter physiologischen Bedingungen wird TNF-a von Makrophagen, T-Zellen und NK-Zellen
nach Stimulation durch LPS zusammen mit IL-1 und anderen Monokinen sezerniert. Im
Gegensatz zu CD8+Zellen, die wenig oder kein TNF-a produzieren, stammt das von
Lymphozyten produzierte TNF-o hauptsichlich aus T-Helfer-Zellen. Neben stimulierten
peripheren (polymorphkernigen) Neutrophilen, konnen auch Endothelzellen, Astrozyten,
glatte Muskelzellen und Fibroblasten TNF-a produzieren.

Die Synthese von TNF-a wird durch eine Vielzahl von Stimuli, wie Interferone, IL-2, GM-
CSF, Substanz P, Bradykinin, Platelet Activating Factor (PAF), Immunkomplexe und
Cyclooxygenase (COX)- Inhibitoren angeregt. Inhibiert wird die Synthese durch IL-6, TGF-8,
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Vitamin D3, Prostaglandin E2 (PGE2), Ciclosporin A und Antagonisten von PAF (Tracey KJ
and Cerami A, 1993).

Wirkungen:

TNF-a zeigt ein breites Spektrum biologischer Aktivitdten und wirkt nicht speziesspezifisch.
Er verursacht die Zytolyse oder Zytostase vieler Tumorzelllinien in vitro. Als bekannter
»primer” verstirkt TNF-o die Phagozytose und Zytotoxozitit von polymorphkernigen
Neutrophilen und moduliert die Expression vieler anderer Proteine, einschlieBlich IL-1 und
IL-6. Uber direkte chemotaktische Eigenschaften gibt es unterschiedliche Ansichten, jedoch
gilt die stimulierende Wirkung auf die Migration Neutrophiler als gesichert (Bonavida B,
1991; Brouckaert P et al., 1993).

TNF-alpha ist zusammen mit IL-1 in vivo fiir vielfdltige Verdnderungen im Endothel
verantwortlich. Es ddmpft antikoagulatorische Mechanismen und begiinstigt thrombotische
Ereignisse und spielt somit in pathologischen Prozessen wie Venenthrombose,
Arteriosklerose, Vaskulitis und disseminierter intravasaler Gerinnung eine wichtige Rolle.
Diese Effekte sind nicht zuletzt durch die durch TNFa verstdrkte Adhidrenz von Neutrophilen
an Endothelzellen begiinstigt. Obwohl es in vitro das Wachstum von Endothelzellen sehr
stark hemmt, ist es in vivo ein starker Angiogenesefaktor (Fater-Schréder M., 1987).

Als Wachstumsfaktor fiir normale humane Fibroblasten, unterstiitzt es deren Synthese von
Collagenase und PGE 2. Dies wurde auch fiir Makrophagen beschrieben. In diesen stimuliert
TNF-alpha die Phagozytosefdhigkeit und die Synthese von Superoxiddismutase, sowie die
Expression von den Stimulationsparametern HLA-Ag der Klasse 1 und 2. Auf den
Zellmembranen aller Leukozyten werden durch TNF-a Differenzierungsantigene verstarkt
ausgebildet. Ebenfalls stimulierend wirkt es auf die Produktion von IL-1,
koloniestimulierender Faktoren, [IFN-y, den Arachidonsdurestoffwechsel und die Biosynthese
von Kollagenase in Endothel- und Synovialzellen, wohingegen die TNF induzierte Synthese
von IL-1 und die Endotoxin-induzierte Synthese von TNF selbst durch IL-6 supprimiert wird
(Nacy CA etal., 1991).
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Klinische Relevanz:

Obwohl TNF-q. fiir die normale Immunantwort notwendig ist, fiihrt eine Uberexpression zu
pathogenen Effekten. So ist es Hauptmediator fiir die bei Tumor- und AIDS-Patienten
beobachteten Kachexie und mitverantwortlich fiir die Toxizitdt bei Gram-negativer Sepsis.

Zahlreiche vorklinische Studien weisen einen direkten zytostatischen und zytotoxischen
Effekt auf Lymphknotenmetastasen von Méusen sowie zahlreiche immunmodulatorische
Effekte auf verschiedenste Immuneffektorzellen, einschlieBlich Neutrophiler, Makrophagen
und T-Zellen nach (Beutler B 1999). Versuchen zur klinischen Anwendung zeigten die
bislang besten Therapieergebnisse bei bestimmten Krebspatienten in der kombinierten
Anwendung von TNF und zytotoxischen oder immunmodulatorischen Faktoren, speziell IFN-
vy und moglicherweise IL-2 (Gnant M et al., 2000). TNF kann auch zur Verstirkung der
Lymphokin-aktivierten Killerzell- (LAK)- Aktivitdt eingesetzt werden.

Vielversprechend erscheint zur Zeit die Anwendung von TNF-Hemmern bei rheumatoider
Arthritis, entziindlichen Darmerkrankungen und Erkrankungen im Rahmen von
AbstoBungsreaktionen, nicht aber bei Sepsis (Dinarello CA et al., 2000). Ein Fall von
schwerem therapieresistentem M. Chron wurde beispielsweise mit monoklonalen Antikdrpern
gegen TNF-a behandelt, was eine Vollremission fiir einen Zeitraum von drei Monaten
bewirkte (Derkx B et al., 1993). Was die Pathogenese der rheumatoiden Arthritis betrifft,
scheint TNF-a eine gesteigerte Synovialzellproliferation und die Ausschiittung sekundérer
Mediatoren, die Entziindungszellen anlocken und an der Neoangiogenese und dem Prozef3 der
Gelenkszerstorung beteiligt sind, auszulosen (Beutler BA, 1999).

1.3. Neutrophile Granulozyten

1.3.1. Funktion

Neutrophile Granulozyten haben einen Durchmesser von ca.12 pm, machen 55-68 % der
Leukozyten des Blutes aus und haben eine kurze Lebensdauer. Thre Halbwertszeit im
peripheren Blut liegt bei etwa 7,5 Stunden.
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Neutrophile spielen eine entscheidende Rolle bei der initialen Immunantwort. Sie werden
iiber die Zirkulation im gesamten Organismus verteilt und sind sozusagen immer rasch zur
Stelle. Im Knochenmark sind in etwa 100 Billionen Granulozyten enthalten, die bei Bedarf in
die Zirkulation ausgeschiittet werden konnen. Sie sind nicht nur fiir die Beseitigung von
Bakterien zustindig, die sie phagozytieren, abtoten und mit Hilfe der verschiedenen Enzyme
threr Granula verdauen, sondern sie sind auch zentrale Effektorzellen, die auf Mediatoren in
threr Umgebung reagieren und Zytokine produzieren kdnnen. Diese Rolle scheint sowohl fiir
die Anlockung weiterer Neutrophiler als auch fiir den Ablauf konventioneller
Immunreaktionen an Entziindungsherden wichtig zu sein (Strieter RM et al., 1992).

1.3.2. Granulopoese

Der neutrophile Granulozyt entwickelt sich im Knochenmark ausgehend von der
hidmatopoetischen Stammzelle. Seine Ausreifung zur Endzelle dauert 10-14 Tage und lduft
iiber folgende Vorstufen ab:

e Myeloblast (keine oder wenige Granula)

e Promyelozyt (Auftreten priméirer Granula)

e Myelozyt (spezifische Granula)

e Metamyelocyt (Jugendlicher, nicht mehr teilungsfdhig)
e stabkerniger Neutrophiler (nicht segmentiert)

e segmentkerniger Neutrophiler

Die Mediatoren der Stammzelldifferenzierung sind noch nicht vollstindig bekannt, es wird
jedoch angenommen, da3 Stammzellfaktor (SCF), IL-1, IL-6 und IL-11 beteiligt sind. Durch
Kolonie-Stimulierende-Faktoren (CSF) erfolgt die Differenzierung in der myeloischen Reihe.
(Ruscetti FW et al., 1999)

1.3.3. Aufbau

1.3.3.1. Zellkern

Der Kern des reifen Neutrophilen besteht aus 2-5 (meist 3) Segmenten, die untereinander
durch feine Chromatinfiden verbunden sind. Jugendformen, die etwa 2% der Neutrophilen
des zirkulierenden Blutes ausmachen, haben einen stabformigen Kern. Neutrophile, die mehr
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als 5 Segmente aufweisen, bezeichnet man als hypersegmentiert. Dies sind in der Regel
iiberalterte Zellen, da eine Reifung der Neutrophilen mit einer Zunahme der Zahl der
Kernsegmente einhergeht.

1.3.3.2. Granula
Im Zytoplasma der Neutrophilen finden sich pro Zelle 50-200 Granula. Diese sind von einer

Membran umgeben, haben 3-5 pum Abstand zum Plasmalemm und fehlen in den

Pseudopodien. Zu unterscheiden sind primére, sekundédre und tertidre Granula anhand ihrer

unterschiedlichen Speichersubstanzen.

Primére Granula

Sekundire Granula

Tertidre Granula

Myeloperoxidase
Kathepsin B/D
B-Glucosaminidase
B-Glucuronidase

oa-Mannosidase

Kathepsin G

Flastase

Defensin

Baktericides Protein (BPI)
Lysozym

Azurocidin

Proteinase 3

o-Fucosidase

alkalische Phosphatase
Phospholipase A2, C, D

(nach Edwards SW, 1994)

Lysozym

Kollagenase

Lactoferrin
Vit.B,-bindendes Protein
Plasminogenaktivator
Cytochrom b
Membrangeb. Rezeptoren
— FMLP-Rezeptor

— C3bi-Rezeptor

— Laminin-Rezeptor

Alkalische Phosphatase

Gelatinase
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Gelatinase
Membrangeb. Rezeptoren
— Laminin Rezeptor

— (C3bi-Rezeptor

Cytocrom b
2-Mikrotubulin
Diaminoxidase
H+ATPase
DAG-Lipase



1.3.3.3. Membranrezeptoren

Neutrophile Granulozyten exprimieren an ihrer Zellmembran eine Reihe von Rezeptoren, die
der Adhédsion an Endothelzellen, der Phagozytose von Bakterien und anderen
Mikroorganismen und der Erkennung von Vorgidngen in der Umgebung dienen (Allen R.C.,
Stevens D.L., 1992). Man unterscheidet Rezeptoren fiir gebundene Liganden, das sind die
Adhirenzproteine und Rezeptoren fiir die Fc-Doméne des IgG, von Rezeptoren fiir soluble
Liganden, die unter anderem der Chemotaxis dienen.

Rezeptoren fiir gebundene Liganden

Rezeptor Ligand Funktion

CD11b/CD18 ICAM-1, C3bi, Fibrin, mikrobielle Diapedese

(CR3, MAC-1) Oberfldchen Phagozytose

CD11a/CD18 (LFA-1) ICAM-1, ICAM-2 am Endothel Diapedese

CDI11¢/CD18 Fibrin, mikrobielle Oberflichen, ICAM-1 |Diapedese

(p 150-95) Phagozytose

PECAM (CD31) PECAM am Endothel Diapedese

CR1 (CD35) C3b Komplementregula-
tion, Phagozytose

L-Selectin Endotheliale Liganden Diapedese

FcyR IVII/III (CD 16/32/64) | 1gG Phagozytose

CD14, Toll — Rezeptoren | Lipopolysaccharid Bakterienerkennung

Die Adhésionsproteine dienen der Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und
Endothelzellen. Sie werden in 2 Gruppen unterteilt.

B2-Integrine

B>-Integrine werden in 3 Subtypen unterteilt, die eine gemeinsame -Untereinheit, das CD18-
Antigen, und unterschiedliche a-Untereinheiten, CD11a, 11b, 11c, haben (Larson R.S. et
Springer T.A., 1990).

e LFA-1 (lymphocyte function associated antigen 1), CD11a/CD18

e MAC-1 (macrophage 1), CD11b/CD18
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e P150-95,CD11c¢/CD18

An Endothelzellen binden alle 3 Subtypen iliber ICAM-1. An ICAM-2 kann nur LFA-I
binden. Normalerweise sind die P2-Integrine der Plasmamembran in einem funktionell
»inaktiven* Status. Bei Einwirkung eines geeigneten Stimulus erfolgt die Konversion in den
aktiven Zustand, die wahrscheinlich durch Konformationsinderung mit Phosphorylierung der

B-Untereinheit erfolgt.
L-Selectin

L-Selectin ist ein transmembrandses Glykoprotein, das an kohlenhydrathaltige Liganden der
Endothelzellen bindet. Es hat groe Bedeutung im initialen Stadium der Adhésion und in
weiterer Folge bei der transendothelialen Migration.

Toll-Rezeptoren

Vor wenigen Jahren wurden dem Drosophila Toll-Rezeptoren in Séugetieren entdeckt und als
Toll-like Rezeptoren bezeichnet (Medzhitov R et al., 1997; Rock FL et al., 1998).

Der erste charakterisierte humane Toll-Rezeptor ( TLR4 ) induziert die Aktivierung des NF-
kB Signalweges. Uber diesen Signalweg induziert die Aktivierung des TLR4 die Expression
einer Vielzahl an Zytokinen und kostimulierender Molekiile, die fiir die erworbenen
Immunantworten entscheidend sind ( Medzhitov R et al., 1997). Der erste Hinweis auf eine
Verbindung zwischen TLR4 und dem angeborenen Immunsystem war der Nachweis, dal3 er
der Rezeptor fiir Lipopolysaccharide (LPS). Dies trifft derzeit fiir zumindest zwei Mitglieder
der Toll-Familie, dem TLR4 und dem TLR 2, zu (Schuster JM, Nelson PS, 2000).

Aber TLR4 ist nicht das einzige Protein, das an der LPS-Erkennung beteiligt ist. LPS
interagieren zundchst mit einem Serumprotein, das LPS-binding Protein genannt wird, das
LPS zum CD14 (Wright SD et al., 1990; Haziot A et al., 1996; Haziot A et al, 2001), einem
Glykoprotein, der als Glykosyl-Phosphatidylinositol Oberfldchenmolekiil/Rezeptor auf
Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und Granulozyten exprimiert wird (Haziot A et al.,
1988; Haziot A et al., 1993), transferiert (Wright SD et al., 1990). Ein anderes Protein, das
MD-2, wird fiir die TLR4-vermittelte LPS Erkennung benétigt, was dazu fiihrt, da3 der LPS
Erkennungskomplex mindestens aus drei Komponenten, dem CD14, dem TLR4 und dem
MD-2 besteht. TLR4 und MD-2 sind konstitutionell miteinander verbunden, wohingegen
CD14 vermutlich nach LPS Bindung hinzugefiigt wird.
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Rezeptoren fiir soluble Liganden

Rezeptor Ligand Funktion

IL-8 Rezeptor IL-8 Chemotaxis
FMLP Rezeptor FMLP Chemotaxis
C5a Rezeptor C5a Chemotaxis
PAF Rezeptor PAF Chemotaxis
LTB4 Rezeptor LTB4 Chemotaxis

Als wichtigste Chemotaxis-vermittelnde Rezeptoren sollen der IL-8- und der fMLP-Rezeptor
kurz vorgestellt werden:

IL-8-Rezeptor:

1991 wurden zwei IL-8-Rezeptoren, der CXC chemokine receptor 1 (CXCRI1) oder IL-8
Rezeptor A (IL-8RA) und der CXCR2 oder IL-8RB, identifiziert (Holmes WE et al., 1991;
Murphy PM & Tiffany HL, 1991). Beide Rezeptoren gehoren zur Familie der G-Protein
gekoppelten, sieben transmembrandren Rezeptoren und sind zu 77 % homolog in ihrer
Aminosduresequenz. Die Expression dieser Rezeptoren in Saugetierzellen zeigte, dal CXCR2
hohe Bindungsaffinitit zu IL-8, GROa.,fB,y, neutrophil-activating protein-2 (NAP-2) und
epithelial-cell-derived neutrophil attractant-78 (ENA-78) hat/aufweist, wohingegen CXCR1
nur IL-8 mit hoher und die anderen Chemokine mit niedriger Affinitét bindet (Ahuja SK &
Murphy PM, 1996; Bozic CR et al.,, 1996; Lee J et al., 1992). Die unterschiedlichen
Chemokinaktivitdten konnen u.a. anhand von Calcium-Spiegel-Messungen bestimmt werden,
da eine Rezeptorbindung die Mobilisierung von Calcium aus intrazelluldren Speichern und
den damit verbundenen schnellen transienten Spiegelanstieg induziert (Murphy PM & Tiffany
HL, 1991). Der CXCR?2 bindet IL-8 im Vergleich zum CXCR1 mit geringerer Affinitdt und
weist zum im Folgenden beschriebenen fMet-Leu-Phe- (fMLP-) Rezeptor eine 29 % ige
Homologie der Aminosaduresequenz auf (Holmes WE et al., 1991).

fMLP-Rezeptor:

N-formyl Peptide, wie beispielsweise fMet-Leu-Phe, sind eine der chemotaktisch aktivsten
Substanzen fiir phagozytierende Leukozyten. Die Interaktion der N-formyl Peptide mit ihren
spezifischen Zelloberfldchenrezeptoren wurde aufs Eingehendste untersucht und stellt heute
ein Modellsystem fiir die Charakterisierung der G-Protein gekoppelten Signaltransduktion in

Phagozyten dar. Der fMLP-Rezeptor hat die Eigenschaft bereits bei &uBerst geringen
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Ligandenkonzentrationen (10™'° bis 10®M) gerichtete Bewegung auszuldsen, wohingegen bei
héherer Ligandenkonzentration (107 bis 10°M) eine Hemmung der Zellbewegung und der
Aktivierung sekretorischer Prozesse eintritt (Lew PD, 1990). Untersuchungen mittels fMLP-
Bindungsstudien wiesen das Vorhandensein von ca. 55.000 Rezeptoren fiir diese
chemotaktisch aktive Substanz pro Granulozyt und eine durchschnittliche Bindungskonstante
(Kd) von 20nM nach. Die Phagozytenstimulation durch chemotaktisch aktive Substanzen wie
fMLP fiihrt also zu einer G-Protein gekoppelten Aktivierung membranstindiger
Phospholipasen, wobei bzgl. der Aktivierung Neutrophiler drei Arten, die Phospholipase C,
A2 und D beschreiben worden sind. Diese spalten Phosphatidyl-Inositol-(4,5)Bisphosphat in
Diacylglycerol (DG) und Inositol(1,4,5)Trisphosphat, die ihrerseits als second messenger
fungieren. IP3 fiihrt durch Bindung an spezifische Calciumkanéle zur Calciumausschiittung
aus intrazelluldren Speichern (Berridge, 1993) und dem damit verbundenen charakteristischen
transienten Anstiegs des Zytosol-Calcium-Spiegels. DG aktiviert in Verbindung mit dem
ausgeschiitteten Calcium die Proteinkinase C (PKC). PKC-B ist das in Neutrophilen am
meisten vorkommende PKC Isoenzym, das auf die Stimulation der Zelle durch fMLP und die
direkte Rezeptorstimulation durch Phorbolester mit einer Translokation vom Zytosol in die
Membran reagiert (Majumdar et al., 1991). Eine fMLP-Stimulation aktiviert auch Calcium-
unabhéngige, Phosphatidylserine und DG-abhéngige PKC Isoenzyme, deren Funktion in der
Regulation der Neutrophilenaktivierung allerdings noch nicht ausreichend geklért ist (Stasia
et al., 1990; Majumdar et al, 1991). AuBBerdem fiihrt die PKC-Aktivierung zu einer schnellen
und transienten Phosphorylierung eines spezifischen Zielobjekts, des myristoylated Alanin-
reichen C Kinase Substrates (Thelen et al., 1990, 1991). Diese Funktion konnte fiir die
Regulierung der reversiblen Anbindung der Aktinfilamente an die Plasmamembran wichtig
sein (Thelen et al., 1991; Hartwig et al., 1992). In Neutrophilen wurden neben der PKC auch
eine fMLP induzierte Tyrosin-Phosphorylierung und die Aktivierung zweier unterschiedlicher
mitogen-aktivierter Protein- (MAP-) Kinasen entdeckt (Grinszein S and Furuya W, 1992).
Dieser MAP-Kinase Signaltransduktionsweg scheint auch von IL-8 und Ca 5 stimuliert zu

werden (Buhl et al., 1995; Knall et al., 1996).
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1.4. Hypothermie

Unter Hypothermie versteht man per definitionem das Abkiihlen der Korperkerntemperatur
unter 36°C. Abzugrenzen von der perioperativen Hypothermie, die das Kernthema dieser
Dissertation darstellt, sind die akzidentielle Hypothermie in der Notfallmedizin, die
Hypothermie wiéhrend extrakorporalem Bypass bei herzchirurgischen Operationen und die
moderate Hypothermie als Therapiekonzept in der Behandlung der zerebralen Ischdmie und

des Schidel-Hirn-Traumas.
1.4.1. Akzidentielle Hypothermie

Eine  akzidentielle = Hypothermie  kann als  unbeabsichtigtes  Absinken  der
Korperkerntemperatur unter 35°C bei einer Kélteexposition von Personen ohne intrinsische
Storung der Warmeregulation definiert werden. Sie gilt als prognostisch ungiinstiges Zeichen
fiir das Uberleben. Eine Wiedererwirmung ist so bald wie moglich einzuleiten (Segers MIM
et al., 1998).

1.4.2. Hypothermie wihrend extrakorporalem Bypass

Eine Untersuchung an 20 Patienten ergab, daB die in der Jugularvene gemessene
Sauerstoffsittigung in der normotherm gehaltenen Gruppe in der 20.Minute auf 41,5+/-2,4%
und auf 43,84+/-2,8% in der 40.Minute verglichen mit der Kontrollgruppe (53,9+/-5,4%,
P<0,05) nach Einsatz der Herz-Lungen-Maschine abfiel. In der auf ca. 32°C gehaltenen
Gruppe war kein Abfall zu verzeichnen. Somit ist die Sauerstoffversorgung des Gehirns
wéhrend milder Hypothermie besser als unter normothermem kardiopulmonalem Bypass
(Okano N et al., 2000).

1.4.3. Moderate Hypothermie als Therapiekonzept in der Behandlung der zerebralen
Ischimie und des Schidel-Hirn-Traumas

Aus tierexperimentellen Untersuchungen in fokalen und globalen Ischimiemodellen ist
bekannt, daBl durch milde (34-36°C) und moderate (30-33°C) Hypothermie sekundire
ischdmische Schadigungen verhindert, die Infarktgrofe reduziert und auch die neurologische
Rehabilitation verbessert werden (Busto R et al., 1989; Coimbra C et al., 1996; Coimbra C,
Wieloch T, 1994; Karibe H et al., 1994). Erste neurochirurgische Studien zeigten einen
giinstigen Effekt von milder und moderater Hypothermie nach Schédel-Hirn-Trauma (Marion
DW et al., 1997). Ebenso scheint sich die Hypothermiebehandlung giinstig auf den klinischen
Verlauf von Schlaganfallpatienten auszuwirken, da moderate Hypothermie einen erhdhten
intrakraniellen Druck (ICP) zu reduzieren (Marion DW et al., 1997; Shiozaki T et al., 1993)

und somit den sonst unkontrollierbar ansteigenden ICP, der die Haupttodesursache nach
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ausgedehnter zerebraler Ischimie darstellt (Bounds JV et al., 1981; Hacke W et al., 1996)

abzuwenden vermag.

Ein bisher jedoch ungelostes Problem in der Hypothermiebehandlung ist die
Wiedererwiarmung. Es besteht ein erhohtes Risiko fiir eine zusétzliche Hirnschiddigung, da der
zerebrale Metabolismus die Sauerstoffversorgung bei unterschiedlichen Temperaturen
tibertreffen kann (Ausman JI et al., 1993). Zudem kann eine pldtzliche Vasodilatation zu
einem sog. Wiedererwarmungsschock fithren, der bei Schidel-Hirn-traumatisierten Patienten
auch von einem ICP-Anstieg begleitet sein kann (Hayashi N et al., 1994; Shiozaki T et al.,
1993). Dieses ,Rebound“-Phdnomen nach Wiedererwdrmung deutet darauf hin, dal3
Hypothermie die sekundiren ischdmischen Schadigungen nur verzogert, aber zu keiner
substantiellen Verbesserung fiihren kdnnte. Busto und Mitarbeiter zeigten in einem globalen
Ischdmiemodell der Ratte, dafl das Kiihlen des Gehirns innerhalb von 5 min nach Ischidmie
tiber 3h den Neuronenverlust der CAl-Region des Hippocampus nach 3 Tagen um 50%
gegeniiber normotherm behandelten Tieren senkt (Busto R et al., 1989). In der Folge zeigte
sich jedoch, dal diese Neuroprotektion nicht dauerhaft ist; zwei Monate nach Ischdmie liell
sich ndmlich keine signifikante Reduktion der hippokampalen Schiddigung nachweisen
(Dietrich WD et al., 1993). Diese Beobachtung wurde auf einen verzogerten Untergang der
Neuronen zuriickgefiihrt, der durch sekundire inflammatorische Prozesse und apoptotische
Vorginge erkldrt wurde. In einer Untersuchung von Schwab und Mitarbeiter zeigte allerdings
die Mehrheit der Patienten niedrigere ICP-Werte als zu Beginn der Therapie, eine Tatsache,
die gegen eine bloBe Verzogerung der dann doch eintretenden sekundidren Schidigung
spricht, die wahrscheinlich durch einen hypermetabolen Zustand nach induzierter
Hypothermie zu erklédren ist (Schwab S et al., 1998). Ein dhnliches Phinomen wurde auch
schon bei Patienten nach Eingriffen an der Herz-Lungen-Maschine beschrieben (Chiara O et
al., 1987).

1.4.4. Perioperative Hypothermie

Perioperative Hypothermie, das Kernthema dieser Arbeit, ist ein bei lingeren Eingriffen
hiufig anzutreffendes Phdnomen. Das im Wachzustand vorhandene FlieBgleichgewicht wird
in Narkose von zwei Mechanismen beeinfluft. Eine um ca. 30% verminderte
Wirmeproduktion (ca. 60 kcal/h) und eine vermehrte Warmeabgabe (ca. 210 kcal/h) bedingen

eine negative Warmebilanz und damit den intraoperativen Wérmeverlust.

Die Korperkerntemperatur nimmt wahrend einer Narkose einen typischen Verlauf. In der
ersten Stunde nach Narkosebeginn féllt sie um ca. 1,6°C ab. Ursache ist zu 80% die
Umverteilung der Korperwiarme in die vasodilatierte Korperperipherie (Matsukawa T et al.,
1995). Diese Vasodilatation ist Folge der Einflufnahme von Anésthetika auf den Vasotonus
und die Thermoregulation. AnschlieBend fillt die Kdrperkerntemperatur nur noch um ca.
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1,1°C pro Stunde ab, bis sich wieder nahezu ein Gleichgewicht zwischen Wérmeproduktion
und -verlust auf erniedrigtem Niveau einstellt.

Perioperative Hypothermie wird sowohl unter Allgemeinandsthesie als auch unter
rickenmarksnaher Anésthesie beobachtet, obgleich sie bei letzterer mit einer
Schwellenreduktion fiir Vasokonstriktion und Kéltezittern (iiber dem Blockniveau) um etwa
0,6°C geringer ausgeprégt ist (Annadata RS et al., 1995; Kurz A. et al., 1993; Ozaki M. et al.,
1994).

Unter Allgemeinanidsthesie verursachen sowohl intravends zu applizierende als auch volatile
Anésthetika eine gesetzmdflige Storung der Thermoregulation nach einem reproduzierbaren
Muster: Die Schwellentemperatur fiir Schwitzen und Vasodilatation werden erh6ht, wahrend
diejenige fiir Vasokonstriktion und Kéltezittern gesenkt werden (Annadat RS et al., 1995;
Kurz et al., 1995; Matsukawa T. et al.,1995; Washington D et al., 1993; Xiong J. et al., 1996).
Diese Verdnderungen resultieren in einer Erweiterung des Zwischenschwellenbereichs um das
5-20fache (1-4°C), in Abhdngigkeit von der Dosierung des Anésthetikums.

Die volatilen Anésthetika Iso-, Sevo- und Desfluran erhohen die Schwelle fiir Schwitzen
linear und senken die Schwelle fiir Vasokonstriktion und Kiltezittern auf nicht lineare Weise
um 2-4°C in Abhingigkeit der Dosierung. Das neue Anisthetikum Xenon reduziert die
Schwellen fiir Vasokonstriktion und Kéltezittern noch mehr als die oben genannten volatilen
Anisthetika (Annadat RS et al., 1995; Ozaki M et al., 1995; Xiong J et al., 1996).

Auch i.v.-Anisthetika und Opioide wie z.B. Propofol oder Alfentanil erhéhen die Schwelle
fiir das Auftreten von Schwitzen linear zur Dosis. Anders als volatile senken intravendse
Aniésthetika die Schwelle fiir Vasokonstriktion und Kéltezittern linear zur Dosis (Kurz A et
al., 1995; Matsukawa T. et al., 1995). Ein einzigartiges Verhalten unter den bisher getesteten
Substanzen zeigt Midazolam, das nur einen geringen Effekt auf die Thermoregulation austibt
(Kurz A. et al., 1995).

Die Kombination von Allgemein- und riickenmarksnaher Anésthesie fithrt zur Addition der
jeweiligen Warmeverluste. Bei einer Allgemeinanésthesie stagniert nach einer gewissen Zeit
der Wiérmeverlust und eine Plateauphase wird erreicht, wéhrend im Falle einer
Kombinationsanisthesie der Temperaturabfall kontinuierlich anhélt, da die sympathikolytisch
induzierte Vasodilatation bestehen bleibt (Joris J. et al., 1994).
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1.4.5. Auswirkungen von Hypothermia auf Organfunktionen

Kardiovaskulires System

Das kardiovaskuldre System scheint schon auf geringe Abfille der Korperkerntemperatur
empfindlich zu sein. Bei Patienten mit hohem kardialen Risiko ist eine Reduktion der
Korpertemperatur auf unter 35°C mit einem zwei- bis dreifach erhohtem Risiko einer frithen
postoperativen Myokardischdmie assoziiert (Frank et al., 1993).

In einer nachfolgenden, prospektiv randomisierten Studie konnte gezeigt werden, dafl milde
Hypothermie zu einer signifikant hoheren Inzidenz an Myokardischdmien, instabiler Angina
pectoris, Myokardinfarkten und ventrikuldren Tachykardien fiihrt. Die normotherm gehaltene
Kontrollgruppe zeigte dabei ein um 55% niedrigeres Risiko der genannten kardialen
Ereignisse (Frank et al.,1997). Frank und Mitarbeiter sehen diese Beobachtungen in direktem
Zusammenhang mit den signifikant erhdhten Norepinephrinspiegeln. Dementsprechend lag
auch der Blutdruck der Hypothermiepatienten signifikant iiber dem der gewdrmten Gruppe.
Das Kiltezittern und der dadurch verursachte Anstieg des Sauerstoffverbrauchs stellt eine
zusitzliche Belastung dar, die aber nicht ganz so bedeutsam war wie man bisher annahm.
Nach der Wiedererwdrmung zeigt sich eine weitere Problematik: ist der Sollwert der
Kerntemperatur wieder erreicht, vermindert sich die periphere Vasokonstriktion. Die damit
verbundene erneute Volumenumverteilung fithrt zur Demaskierung einer relativen
Hypovolémie, was eine betrachtliche Volumenzufuhr in der postoperativen Phase erforderlich

macht, um hypotensive Phasen zu vermeiden.

Vorhofflimmern mit Spontanumkehr zum Sinusrhythmus nach Erreichen der Normothermie
werden erst flir Temperaturen unter 32°C, ventrikuldre ektope Rhythmen und

Kammerflimmern erst fiir Temperaturen unter 30°C beschrieben (Safar P.et al., 1996).

Bei einer Hypothermie von 29°C wurde bei Affen der cerebrale Blutflu (CBF) auf 60-70 %
reduziert, der auch nach Riickfiihrung auf normotherme Werte nur noch auf 50 % oder
weniger der Ausgangswerte anstieg. Es wurde spekuliert, ob iiber die durch Hypothermie
(29°C) erhohte Blutviskositit Kollateralkreisldufe komprimiert wiirden (Michenfelder JD,
Milde JH, 1977).

Eine Gruppe um Mizushima konnte in tierexperimentellen Reanimationsversuchen nach
Traumen und Blutungen unter hypothermen Bedingungen herabgesetzte linksventrikuldre
Parameter, ein verringertes Herz-Minuten-Volumen (HMV) und verminderten regionalen
BlutfluB in verschiedenen Organen nachweisen. Ein Wiedererwdrmen steigerte die
Herzleistung signifikant, das HMV stieg von 16,2 +/-1,4 mL/min unter Hypothermie auf
22,3+/-1,4 mL/min per 100 gKG und der absolute LeberblutfluB} stieg von 117,5+/-5,3 auf
166,0 +/-9,3mL/min per 100 g Gewebe (Mizushima Y. et al., 2000).
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Gerinnungssystem

In vitro-Studien haben gezeigt, dall perioperative Hypothermie intra- und postoperative
Blutungen verstirken kann. Beschrieben wurden eine herabgesetzte Thrombozytenfunktion
(Michelson AD. et al., 1994), eine reduzierte Aktivitdt der Gerinnungskaskade (Reed L. et al.,
1992) und eine Verlangerung der Prothrombinzeit und der partiellen Thromboplastinzeit
(pTT) (Rohrer M. et al., 1992). Die Stérung der Thrombozytenfunktion wird auf eine defekte
Ausschiittung von Thromboxan und eine Verdnderung der fiir die Adhdsion der
Thrombozyten wichtigen Oberfldchenproteine zuriickgefiihrt (Michelson AD et al., 1994).
Die Beeintrachtigung des intrinsischen und extrinsischen Gerinnungssystems bei Patienten
mit Hypothermie unterschiedlicher Genese wird laborchemisch in den Standardtest kaum
nachgewiesen, da diese bei einer Standardtemperatur von 37°C durchgefiihrt werden und das
Plasma unterkiihlter Patienten somit aufgewdrmt wird. Die Kapazitdt der Gerinnunsfaktoren
ist jedoch nach Michaelis-Menten temperaturabhéngig. Werden dieselben Tests mit
niedrigeren Temperaturen durchgefiihrt, treten pathologische Werte auf. Normalwerte
tduschen eine falsche Situation vor und werden der klinischen Situation nicht gerecht. Sie
sagen nur aus, daB3 die plasmatische Gerinnung intakt ist, wenn der Patient normotherm wire
(Rohrer MJ. et al., 1992) .

In vivo-Studien zeigen bei einer Reduktion der Korperkerntemperatur um weniger als 2°C
eine Erhohung des Blutverlustes um etwa 500ml (Schmied H. et al.,, 1996). Selbst ein
minimaler Temperaturabfall auf 36,1°C erhoht den perioperativen Blutverlust um 200 ml bei
orthopadischen Patienten (Winkler M et al, 1997). Resnick und Mitarbeiter fanden bei 19%
(Resnick DK. et al., 1994), Schwab und Mitarbeiter bei 23% (Schwab S. et al., 1998) der
hypotherm behandelte Schidel-Hirn-Trauma Patienten einen Thrombozytenabfall unter
100000 Zellen/pl.

Nieren- und Pankreasfunktion, Serumenzyme und -elektrolyte

Schwab und Mitarbeiter fanden eine unbeeinflulte Nierenfunktion, aber signifikant erhohte
Serumamylase (von 200+-80 U/l auf 1100+-250 U/l) und —Lipase (von 140 +-45 U/l auf
600+-80 U/l) (Schwab S. et al., 1998). Der Zusammenhang zwischen der Entwicklung einer
Pankreatitis und Hypothermie ist noch ungeklirt. In verschiedenen Fallberichten werden
akute Pankreatitiden nach akzidentieller Hypothermie beschrieben (Duguid H. et al., 1996;
Foulis AK., 1982). Durch Oberflichenkiihlung des Pankreas von Versuchstieren konnte
sowohl enzymatisch wie histologisch nachgewiesen eine Pankreatitis erzeugt werden (Hirano
T. et al, 1992). Einen reversiblen und klinisch asymptomatischen Anstieg der
Pankreasenzyme beschreiben auch Metz und Mitarbeiter unter Hypothermie nach Schidel-
Hirn-Trauma (Metz C. et al., 1996).
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Die Serumelektrolyte bleiben, abgesehen von einer Abnahme des Serumkaliumwerts, unter
Hypothermie unverdndert. Schon Carli und Mitarbeiter haben 1989 die Verdnderungen des
Gesamtkaliums als Ausdruck der Korpermasse gemessen. Das Gesamtkdrperkalium wurde
gemessen als y-Strahlung des spontan radioaktiven YK, welches etwa 0,012% der stabilen
Isotopen **K und *K darstellt. Demnach nahm bei hypothermen Patienten der
Gesamtkorperkaliumgehalt am 4. und 7. postoperativen Tag deutlicher ab verglichen mit
normothermen Patienten. Wenn dies als Mal3 der postoperativen Katabolie gewertet werden
darf, so war diese bei Normothermie deutlich geringer ausgeprégt (Carli F et al., 1989).

Metabolismus von Anésthetika und Muskelrelaxanzien

Heier und Mitarbeiter konnten 1991 zeigen, da3 eine Hypothermie von 34,3°C die Wirkzeit
von Vecuronium um mehr als das doppelte, die Erholungszeit von 11 auf 23 min verléngert.
Im Rahmen der gleichen Untersuchung konnten Leslie und Mitarbeiter 1994 zeigen, daf} eine
Dosis Propofol von Img/kg als Bolus plus Smg/kg /h als Infusion bei Testpersonen in milder
Hypothermie zu 28% hoheren Spiegeln fiihrte als bei normothermen Vergleichspersonen.
Ursédchlich hierfiir fithren die Autoren einen um ca. 29% reduzierten Leber-Blutfluf an.

Diese wenigen Beispiele zeigen, dal auch bei nur mild hypothermen Patienten mit einer
verstirkten und verldngerten Wirkung der Anisthetika und Adjuvanzien gerechnet werden

mul.
Immunsystem

Im Rahmen der Untersuchung der Wirksamkeit moderater Hypothermie nach ausgedehnter
zerebraler Ischdmie durch Schwab und Mitarbeiter trat bei 40% der Patienten eine schwere
Pneumonie auf. Hinweise auf eine generalisierte Entziindungsreaktion mit Anstieg des CRP
(von initial 2,5+-0,9mg/1 auf 17,4 +- 8,3mg/l), der Leukozyten (im Mittel von 6500+-2300/pul
auf 15000+-6500/pl) und des Fibrinogens (von initial 2,4+-0,8g/l auf 4,6+-2,3g/1) fanden sich
bei 56% der Patienten (Schwab S et al., 1998).

Perioperative Hypothermie wird mit einem erhéhten Proteinverlust (Carli F et al., 1989) und
mit einer reduzierten Kollagensynthese (Kurz A et al., 1996) in Zusammenhang gebracht. Die
Phagozytosekapazitit neutrophiler Granulozyten sinkt ebenso ab wie die Produktion reaktiver
Sauerstoffmetaboliten (ein Mal fiir zelluldire Immunabwehr) (Wenisch C et al., 1996). Die
durch Hypothermie verursachte thermoregulatorische Vasokonstriktion vermindert die
Sauerstoffspannung in subkutanen Geweben (Sheffield CW et al., 1997).

Diese Effekte werden als Ursachen fiir eine herabgesetzte Wundheilungsrate und vermehrte
postoperative  Wundinfektionen angesehen. Tatsdchlich erhoht milde perioperative
Hypothermie die Inzidenz postoperativer chirurgischer Wundinfektionen um das 3-fache und
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fiihrt dariiber hinaus zu einer Verldngerung des Klinikaufenthaltes (Hynson J, Sessler DI,
1992).

In einer von Kurz A und Mitarbeitern 1996 durchgefiihrten prospektiven, randomisierten
klinischen Untersuchung bei 200 Patienten, die sich einer Kolonresektion unterziehen
mufBiten, wurde bei 104 Patienten intraoperativ die Normothermie mittels Warmluftdecken
aufrecht erhalten. Diese Patienten zeigten eine signifikant niedrigere Rate postoperativer
Infektionen, sie konnten eher oral erndhrt und die Wundnéhte friither entfernt werden, was den
Krankenhausaufenthalt um ca. 3 Tage verkiirzte verglichen mit Patienten, die perioperativ
eine Hypothermie erlitten haben. Es wird vermutet, dafl die temperaturabhéngig verminderte
Kapazitit der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, Bakterien durch reaktive
Sauerstoffradikale abzutoten, die Ursache fiir die groflere Infektanfalligkeit der hypothermen
Patienten ist. Narz und Mitarbeiter haben bei den schon oben erwéhnten kolonchirurgischen
Eingriffen die Phagozytoseaktivitit und die oxidative Kapazitidt der Neutrophilen mittels
Dihydrorhodaminkonversionstest gemessen. Dabei konnte eine lineare Abhidngigkeit
zwischen der oxidativen Kapazitit und der Korpertemperatur nachgewiesen werden (Narz E
et al., 1995).

Schon Biggar und Mitarbeiter konnten 1984 in Tierexperimenten einen signifikanten
Neutrophilenabfall von 6500 Zellen/ul bei 37°C auf 2300 Zellen/ul bei 29°C und eine ebenso
signifikante Migrationshemmung von 7,1 cm unter 45facher Vergroferung +-1,1 bei 37°C auf
2,7+-0,6 nachweisen. Vergleichbare Ergebnisse fand die Gruppe um Issekutz betreits 1977.
Clardy und Mitarbeiter fanden 1985 in hypothermen Kindern eine deutlich herabgesetzte
Neutrophilenmigrationfdhigkeit gegeniiber einem chemotaktischen Stimulus (45 +-10%
Hemmung), eine geringere Staphylokokkeningestion (22+-5% Hemmung) und eine
Verringerung der metabolischen Aktivitdt neutrophiler Granulozyten gemessen anhand der
Superoxidproduktion (35+-10% Hemmung) oder anhand der Chemilumineszenz (18+-8%
Abfall).

Im Rahmen einer Untersuchung von 60 abdominalchirurgischen Patienten konnte in der
hypothermen Gruppe eine supprimierte mitogen-induzierte Leukozytenaktivierung und
verringerte IL-18 und IL-2-Spiegel beobachtet werden. Bzgl. IL-6 und TNFa- Spiegel hatten
beide Gruppen einen postoperativen Anstieg zu verzeichnen (Beilin B. et al., 1998).

Einen signifikanten Anstieg des IL-6-Spiegels mit Maximalwerten nach Wiedererwdrmung
fand auch die Gruppe um Hansen im Rahmen einer Melanomresektion am Auge bei auf 32°C
gekiihlten Patienten (Hansen D et al., 1999).

Betrachtet man in der Untersuchung von Kurz und Mitarbeiter 1996 ausschlielich die
nichtinfizierten Patienten, so 146t sich auch hier ein signifikanter Unterschied bzgl. Zeitpunkt
der Nahrungsaufnahme, der Fadenentfernung und der Krankenhausentlassung nachweisen.
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Diese prospektive Untersuchung bestitigt in vollem Umfang die Ergebnisse einer friiheren,

retrospektiven Untersuchung von Bush und Mitarbeiter 1995, die bei 262 elektiv operierten

Bauchaortenaneurysmen eine Gruppe von 66 hypothermen Patienten definieren konnten, die

signifikant mehr Transfusionen, Vasopressoren bendtigten, die vier Tage ldnger auf der

Intensivstation lagen und insgesamt einen um neun Tage ldngeren Krankenhausaufenthalt
hatten als die normothermen Patienten (Bush HL et al., 1995).

Tab.1: Ubersicht iiber die Nebenwirkungen milder perioperativer Hypothermie anhand von

klinischen Studien

Frank et al., 1997

Kurz et al., 1996

Schmied et al.,1996

Lenhardt et al.,1997

Just et al., 1992

Kurz et al.,1995

Studie Normothermie Hypothermie P-Wert Autor
Myokard 1 % Inzidenz 6 % Inzidenz <0,05
Ischdmien, 2 % Inzidenz 8 % Inzidenz < 0,05
ventrikuldre

Tachykardien

Chirurgische 6 % Inzidenz 19 % Inzidenz <0,01
Wundinfektionen

Peripoerativer 1,7+0,3 Liter 2,2+0,5 Liter <0,001
Blutverlust

Aufenthaltsdauer 53+36 min 94+65 min <0,001
im Aufwachraum

Postoperatives 141424 ml/min/m*# 269+159 ml/min/m*# < 0,05
Kiltezittern

Thermales 50+£10 mm (VAS)## 18+9 mm (VAS)## < 0,001
Unbehagen

# Sauerstoffverbrauch angegeben in ml/min/m

## VAS bedeutet Visuelle Analog Skala und ist ein MaB fiir die Warmeempfindung und damit fiir den thermalen
Komfort eines Patienten. Diese Skala mifit von 0-100 mm, wobei 0 unertrédglich kalt, 100 unertréglich heifl und
50 angenehm warm bedeutet.
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2. Hypothesen und Aufgabenstellungen

2.1. Hypothesen

In vitro Studien zeigen, dal Hypothermie zahlreiche Immunfunktionen direkt beeintréchtigt
(Van Oss CJ et al., 1980). Dennoch sind die in vivo Effekte auf die Neutrophilenmigration
bislang ungeklirt. Kurz und Mitarbeiter konnten 1996 im Rahmen einer grofl angelegten
klinischen = Studie  bzgl.  perioperativer =~ Hypothermie  deutlich  herabgesetzte
Wundheilungsraten,  vermehrte  postoperative ~ Wundinfektionen und  verldngerte
Klinikaufenthalte nachgewiesen. Diesen Beobachtungen koénnten modifizierende Effekte der
entsprechenden Plasmen (hypo- versus normotherm) auf die Migrationsfdahigkeit der
neutrophilen Granulozyten zu Grunde liegen. Demnach sollte dieses in vivo beobachtete
Phianomen unter normothermen Bedingungen in vitro reproduzierbar sein.

2.2. Aufgabenstellung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist es herauszufinden, ob perioperative Hypothermie
einen nachgewiesenen Einflu} auf die Migrationsfahigkeit neutrophiler Granulozyten und die
Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer Zytokine hat und in welchem Ausmal} dies

geschieht.
Dazu sollen folgende Versuche durchgefiihrt werden:

Chemotaxis: Neutrophile Granulozyten einer heterogenen gesunden Population (Blutbank
der Universitétsklinik Innsbruck) werden mit den entsprechenden hypo- und normothermen
Probandenplasmen inkubiert und dann in modifizierten 48-well Boyden-Kammern auf ihre
spontane, also unstimulierte und ihre vorliegend durch IL-8 stimulierte Migration untersucht.

Die Ergebnisse sollten Riickschliisse auf die Eigenschaften der Plasmen zulassen.

ELISA: Bestimmung der Plasmaspiegel von IL-6, -8, -10 und TNFa in hypo- und

normothermen Patientenplasmen.
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3. Material und Methodik

3.1. Studiendesign

Im Rahmen einer neurochirurgischen Resektion eines Epilepsieherdes (selektive Amygdalo-
Hypocampektomie) in Allgemeinanisthesie wurden 30 Patienten zwischen 20 und 55 Jahre
alt zu vorgegebenen MeBzeitpunkten Blut abgenommen und anhand im folgenden erlduterten
Methoden aufgearbeitet. Es wurden neurochirurgische Patienten ausgewéhlt, da sie eine
Patientengruppe darstellen, bei denen Hypothermie immer noch indiziert und moglicherweise

sogar von Vorteil ist.

AusschluBkriterien waren bekannte immunologische Fehlfunktionen, Kortikosteroid- oder
andere immunsuppressive Medikation, Fieber oder Infektion und maligne Erkrankungen.

Die Patienten wurden in zwei Gruppen randomisiert: einer hypothermen, die intraoperativ bis
auf eine Korperkerntemperatur von 34°C abgekiihlt wurde, und einer normothermen, die auf
tiber 36°C warm gehalten wurde. Die Zieltemperatur wird wihrend der Operation entweder
durch Oberflichenerwérmung oder -abkiihlung iiber die zirkulierende Fliissigkeit oder
Druckluft aufrechterhalten. Die Patienten der Gruppe 1 werden aktiv (Polar Bear,
Oberflachendruckluftkiihlung) bis zum Erreichen der Zieltemperatur abgekiihlt. Postoperativ
werden die Patienten auf die Intensivstation gebracht und extubiert (die Gruppe 1 nach aktiver
Erwiarmung auf eine Kerntemperatur iiber 36°C).

Folgendes standardisiertes Narkoseverfahren (reine intravendse Andsthesie) wurde bei beiden
Gruppen angewendet: Nach einer Narkoseeinleitung mit Midazolam (0.05 mg/kg), Propofol
(2 mg/kg), Fentanyl (3mcg/kg) und Vecuronium (0.1 mg/kg) werden die Patienten orotracheal
intubiert und mechanisch beatmet. Narkose und Muskelrelaxation werden anhand einer
Dauerinfusion von Fentanyl, Propofol (Computer-kontrolliert) und Vecuronium
aufrechterhalten, um die Plasmaspiegel konstant zu halten. Die Plasmakonzentrationen von
Propofol und Fentanyl steigen riickblickend um ungefdhr 10%/°C und 4%/°C unter
Hypothermie. Deshalb wird der Plasmazielspiegel um 5%/0.5°C Kerntemperaturriickgang
reduziert, um in beiden Gruppen gleiche Plasmaspiegel zu gewihrleisten. Um eine konstante
Narkosetiefe zu sichern, wird eine genaue Angleichung von Propofol- und
Fentanylinfusionsraten anhand des bispektralen Indexes des EEG (BIS) mit einem Ziel-BIS
von 50 gefiihrt. Die voraussichtliche Operationsdauer liegt bei acht Stunden. Die
Fliissigkeitszufuhr ist standardisiert und ausgewogen. Postoperativ werden die Patienten
sediert und intubiert auf die neurochirurgische Intensivstation gebracht, wenn notig
wiedererwdrmt und dann extubiert.
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Das Monitoring umfafit SpO2, EKG (5 Kanal), arterial blood pressure (ABP der
Radialarterie), die Korperkerntemperatur (Harnblasen- und tympanale Membrantemperatur),
den Bispectral Index (BIS) (Aspect A1000, Aspect Medical Systems, Natwik, MA, USA),
Herzfrequenz, Pulsoximetrie, Temperatur (Hewlett Packard — Component Monitoring
System), CO2- und Isofluran-Ausfuhr (Cicero, Drager, Germany).

Um EEG Messungen zu erhalten werden Elektroden (Self-Prep) auf Fronto-Parietal (FP) 1
und FP2 positioniert mit der Referenzelektrode auf der Nase und der Erdungselektrode hinter
dem rechten Ohr.

Blutproben (antikoaguliert mit EDTA) werden in beiden Gruppen zu fiinf verschiedenen
Zeitpunkten abgenommen (t1: vor Narkoseeinleitung und beide Gruppen auf 37°C, t2: bei
36°C bzw. >36°C zu jeweils korrespondierendem Zeitpunkt in der normothermen Gruppe, t3:
bei 35°C bzw.>36°C, t4: bei 34°C bzw. >36°C, t5: bei OP-Ende). Eine Gesamtmenge von ca.
70ml Blut wird jedem Patienten entnommen. Das Plasma wird separiert und nach einer
Aufbewahrung unter -20°C werden die im Folgenden beschriebenen immunologische Tests
durchgefiihrt.

3.2. Granulozytenpriparation

Neutrophile Granulozyten wurden fiir jeden Versuch aus EDTA-antikoaguliertem Vollblut
frisch prépariert. Die Blutproben stammten von gesunden freiwilligen Spendern und wurden
von der Blutbank der Universititsklinik Innsbruck zur Verfiigung gestellt.

Die Priparation bei Raumtemperatur beginnt damit, da} 15ml Lymphoprep Dichtegradient

[Nycomed®, Oslo, Norwegen] in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen [Conical Tubem, Falcon®]
pipettiert werden. Darliber werden vorsichtig 20 ml EDTA Vollblut geschichtet und
anschlieBend fiir 20 Minuten bei 1500 U/min (600 g) zentrifugiert [Zentrifuge GPR",
Beckman®] (Wiedermann C.J. et al., 1992).

Dabei bildet sich eine Fliissigkeitssdule mit vier Schichten, die ihrer Dichte und ihrem
spezifischen Gewicht nach folgendermallen angeordnet sind:

e Oberste Schicht: Plasma
e Zweite Schicht: Mononukleédre Zellen (Lymphozyten/Monozyten)
e Dritte Schicht: Lymphoprep

e Unterste Schicht: Suspension aus Erythrozyten und Granulozyten
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Auftrennung von Vollblut nach Zentrifugation

{iber Lymphoprep  in einem Zentrifugenrohrchen

| —

Plasma —>»

<—Mononukledre Zellen

<— Suspension aus Erythro-
und Granulozyten

Lymphopreg pEEN

Die Schichten eins bis drei werden mit einer Pasteurpipette abgehoben und verworfen. Die
verbleibende unterste Schicht (Erythrozyten-Granulozyten-Suspension) wird mit 45ml NaCl
0,9% und 5ml Dextran 10% (MW 580.000) (Sigma®, St.Louis, MO), aufgefiillt, geschiittelt
und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Wihrend dieser Zeit bindet das
Dextran an die Erythrozyten und diese sedimentieren. Im Uberstand verbleiben die
Granulozyten. Der Uberstand wird nun in ein neues Zentrifugenrdhrchen pipettiert und fiir 10
Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Das Sediment enthélt Granulozyten vermischt mit
restlichen Erythrozyten. Um diese géinzlich zu entfernen, wird das Verfahren der
hypoosmolaren Lyse angewandt:

Da die osmotische Resistenz der Erythrozyten geringer ist als die der Granulozyten, werden
diese nach Zugabe einer hypoosmolaren Ldsung rascher lysiert als die Granulozyten. Als
hypoosmolare Losung wird Aqua bidestilata (Leopold, Graz, Austria) verwendet. Die
Erythrozyten werden mit 27 ml Aqua bidest. fiir 30 Sekunden lysiert. Danach gibt man sofort
9 ml KCI (0,6 M) zur Wiederherstellung der Isotonie zu, um die sonst ebenfalls einsetzende
Lyse der Granulozyten zu vermeiden. AnschlieBend wird die Suspension fiir 10 Minuten bei
2000 U/min zentrifugiert. Man erhdlt ein Pellet bestehend aus fast ausschlieBlich
Granulozyten und einem geringen Uberstand mit lysierten Erythrozyten. Dieses Pellet wird
nun nochmals mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen: Der Uberstand wird
dekantiert, das Pellet in 5Sml NaCl 0,9 % resuspendiert und anschlieend abzentrifugiert. Das
verbleibende Granulozytenpellet wird nun in 5 ml Medium RPMI 1640/BSA 0,5% (Medium
RPMI 1640 von Biological Industries®, Israel; Bovines Serumalbumin ,,BSA”, lyophilisiert,
von Fa. Behring®, Marburg, BRD) aufgeschwemmt, wodurch die Ausgangskonzentration fiir
die Zellzahlbestimmung gegeben ist.
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Zellzahlbestimmung

Die exakte Bestimmung der Granulozytenzellzahl ist fiir simtliche Experimente unerldBlich,
da die Interpretation der Ergebnisse entscheidend davon abhingt.

Tiirk sche Losung

Zur Zellzahlung werden die Granulozyten mit ,,Tiirk 'scher Losung” gefédrbt. Diese wird wie
folgt hergestellt:

0,15 g Gentianaviolett (Merck”™, Crystal Violett, Nr. 1042) werden in wenig H,O
aufgeschwemmt. Dann pipettiert man 15 ml konzentrierte Essigsdure dazu und den Rest auf
1000 ml mit Aqua bidestilata auf und riihrt mit einem Magnetriihrer.

Durchfiihrung

Die Féarbung der Granulozyten mit ,,Tiirk scher Losung” erfolgt im Verhiltnis 1:20. Deshalb
werden zu 190 pl Tiirk’scher Losung 10 pl Granulozytensuspension pipettiert. Um es gut zu
mischen wird das Ganze mehrmals resuspendiert. Von dieser Granulozytensuspension werden

dann 10 pl in eine ,,Neubauer improved  Zahlkammer pipettiert.

Ausgezihlt werden 64 Felder, die auf 4 Quadrate zu je 16 Feldern verteilt sind. Dabei ist
besonders zu beachten, dal} sich auf den Feldgrenzen bzw. -rindern befindende Zellen nicht
doppelt gezdhlt werden. SchlieBlich errechnet man die Gesamtzahl der gewonnenen
Granulozyten nach folgender Formel:

/ml

v = Gezahlte Zellen x 10000 x 20
4

In der Formel bedeutet:

e Die Zahl 10000 ein zdhlkammerspezifischer Wert.
e 207 der Verdiinnungsfaktor der ,, Tiirk 'schen Losung” mit der Granulozytensuspension.

e Im Nenner die Zahl 4, daf alle 64 vorhandenen Felder ausgezéhlt werden und nicht nur

16.

Die Granulozytensuspension wird nach dem Zihlen und dem Berechnen der Gesamtzellzahl
durch Zugeben der entsprechenden Menge an Medium RPMI 1640/BSA 0,5% auf die fiir den

Versuchsansatz nétige Konzentration (hier 2 Million/ml) eingestellt.
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Abbildung 2: Mikroskopische Ansicht der Felder einer Neubauer improved " Zahlkammer

)

Eines der vier Quadrate zu je 16 Feldern

3.3. CHEMOTAXIS

Als Chemotaxis bezeichnet man die gerichtete Bewegung von Zellen entlang eines
Gradienten von Chemotaxinen zum Ort deren hdchster Konzentration hin. Dieser Vorgang ist
vor allem bei der Entziindung elementar, da die Leukozyten so aus dem Blutstrom zum Ort
des Geschehens gelockt werden.

Wie bereits beschrieben besitzen Leukozyten Rezeptoren fiir soluble Liganden. Durch
Bindung kommt es G-Protein vermittelt zur Aktivierung der Phospholipase C, was zur
Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) in Inositol-1,4,5-triphosphate (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) fiihrt. IP; bewirkt eine Erhohung der intrazelluldren
Kalziumspiegel, was {iiber Mobilisierung der kontraktilen Proteine die amodboiden
Bewegungen der Zelle mit Pseudopodienbildung ermdglicht (Robins et al., 1994).

Fiir diese Experimente wurde eine modifizierte Form des von S. Boyden 1962 erstmals
verwendeten Assays herangezogen.

3.3.1. Chemotaxiskammer, Versuchsansatz
Die modifizierte Boyden-Kammer (Neuroprobe®, Bethesda, MD) besteht aus 3
Komponenten: dem Boden, der 48 Vertiefungen in 12 mal 4 Reihen angeordnet aufweist,

einer Gummidichtung und einer Deckplatte. Gummidichtung und Deckplatte zeigen analog
dem Boden 48 durchgehende Aussparungen.
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Zwischen Boden und Gummidichtung liegt ein Nitrocellulosefilter (Sartorius®, Géttingen,
BRD), der 150 pm dick ist und 5 um grofle Poren aufweist, die den Leukozyten das
Durchwandern ermdglichen. Dieser Filter separiert das Kammerober- vom -unterteil.

Zuerst werden die ersten sechs Reihen der Bodenplatte als Kontrolle mit 30ul Medium RPMI
1640/BSA 0,5%/Chemotaxin pro Vertiefung und die letzten sechs mit 30 pl IL8 [10™ M]
befiillt, dann werden Filter, Gummidichtung und Kunststoffplatte aufgelegt und anschlieBend
wird die Kammer mit 6 Schrauben fest verschlossen. Nun miissen noch die vorbereiteten
neutrophilen Granulozyten so in die Aussparungen der Kunststoffplatte pipettiert werden, daf3
in der ersten und der siebten Reihe solche, die in von gesunden Spendern gepooltem, also
nicht mit dem der Granulozyten homologen Plasma, in der zweiten und achten Reihe solche,
die in dem Plasma des Patienten 1, abgenommen zum Zeitpunkt 1, in der dritten und neunten
Reihe solche, die in dem Plasma des Patienten 1, abgenommen zum Zeitpunkt 2 usw.
inkubiert worden sind. Vorbereitet bedeutet hier die neutrophilen Granulozyten in 250 pl
RPMI 1640/0,5% BSA auf 2 Millionen/ml zu suspendieren und fiir 30 min zusammen mit 50
ul Patientenplasma und 200 pl RPMI 1640/0,5% BSA bei 37°C zu inkubieren und
anschlieBend bei 1800U/min fiir 10 min zu zentrifugieren, den Uberstand abzuschiitten, die
am Boden anhaftenden PMN in 1ml HBSS zu resuspendieren; dieses Waschen wird
insgesamt zweimal durchgefiihrt. AbschlieBend werden die gewaschenen Neutrophilen in 500
ul RPMI 1640/0,5% BSA resuspendiert. Nach dem Befiillen wird die Kammer fiir die Dauer
der Migration (neutrophile Granulozyten 30 min) bei 37°C in einer 5% CO2 enthaltenden
Wasserdampfatmosphire inkubiert. In dieser Zeit wandern die Zellen vom oberen
Kompartiment entlang des Chemotaxisgradienten in den Nitrocellulosefilter hinein.

3.3.2. Fixieren und Firben des Nitrocellulosefilters
Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Kammer aus dem Inkubator geholt, ge6ffnet und
der Filter entnommen. Er wird jetzt in einer aufsteigenden Alkoholkonzentrationsreihe

dehydriert und daraufhin die im Filter enthaltenen Zellen mit Hamatoxylin-Eosin (Merck®,
Darmstadt, BRD) gefarbt.
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Abbildung 3: schematische Darstellung einer Chemotaxiskammer
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3.3.3. Auswertung

Chemotaxin

Der, wie oben beschrieben, priparierte Filter wird auf einen Objekttriager transferiert und
mikroskopisch ausgewertet (z.B. mit Olympus BH 2-RFCA). Bei 400facher Vergroferung

ermittelt man die Distanz in pm zwischen den Zellen an der Filteroberfliche und der

sogenannten ,,leading front“, der fiihrenden Ebene in der sich mindestens 3 Zellen befinden

sollten. Nun wird der Mittelwert aus den 4 in einer Reihe liegenden Feldern, die dasselbe

Chemotaxin in gleicher Konzentration und dieselben Zellen enthalten, ermittelt.

Um die erhaltenen Werte vergleichen zu kénnen, wird der Chemotaxisindex berechnet. Dieser

ergibt sich aus dem Quotienten der Distanz der Zellen, die gegen IL-8 wandern und der
Zellen, deren Migration gegen das Medium RPMI 1640/BSA 0,5% gemessen wird.

Distanz der gegen IL-8 gewanderten Zellen

Chemotaxisindex (CI):

Distanz der gegen Medium gewanderten Zellen
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Abbildung 4: schematische Darstellung eines Nitrozellulosefilters mit darin enthaltenen
Zellen
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3.4. Bestimmungen von Zytokin-Plasmaspiegeln

Die Enzyme-linked-immuno-sorbent assays (ELISA) wurden im Hauptlabor der Univ. Klink
fiir Innere Medizin durchgefiihrt. Es wurden Test-Kits der Firma R&D Systems®, MN und der
Firma Boehringer Mannheim, BRD, verwendet.

3.4.1. Grundprinzip des Enzym-linked-immunosorbent Assays (ELISA)

Er ist eine Weiterentwicklung der Radioimmunoassays, wobei anstatt eines Radionuklides
Enzyme als Markierungssystem verwendet werden. Bei ELISAs muf3 der immunologischen
Reaktion eine Indikatorreaktion folgen, um die im Antigen-Antikorper (AG-AK) Komplex
gebundenen Enzymaktivitdt photometrisch bestimmen zu kénnen. Die fiir den Nachweis
notwendige Sensitivitit wird durch die hohe Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion
erreicht, was einen aullerordentlichen Verstirkungseffekt bedeutet. Dadurch werden auch
geringste Substanzmengen zuverldssig erfaBt. Hiufig verwendete Markerenzyme sind die

Peroxidase, die alkalische Phosphatase und die -Galaktose.
Sandwich ELISA:

PrimérAK wird an die Platte gekoppelt. Dieser fingt nun das AG ein. Das gebundene AG
wird mit einem anderen, gegen das Ag gerichteten, enzymgekoppelten AK markiert. Durch
Zugabe von Substrat und Chromogen erhdlt man die Indikatorreaktion, die direkt proportional
ist.
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3.4.2. Praktische Durchfiihrung eines Sandwich-ELISAs

Vor Beginn der Messung wird die benétigte Anzahl an Microplates-Streifen in den
vorgegebenen Rahmen eingespannt. In diesen befindet sich am Boden der fiir das zu
messende Interleukin spezifische monoklonale Antikdrper. Zunichst wird in jedes Well 50 ul
einer gepufferten Proteinlosung pipettiert und anschliefend 200 pl der zu messenden Proben
bzw. eines Standards zugegeben. In den Standardproben befindet sich eine Verdiinnungsreihe
bekannter Mengen von dem zu messenden Interleukin, mit deren Hilfe am Ende eine

Kalibrierungskurve zu Interleukinmengenbestimmung der Plasmaproben erstellt werden kann.

Wihrend der Inkubationszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur bindet der Antikorper in
den Wells nun das gesamte zu messende Interleukin. Dann werden alle ungebundenen
Substanzen mit Hilfe eines Waschpuffers (dreimaliges Reinigen mit je 400 pl des
Waschpuffers mit anschlieBendem Absaugen mit einem Vakuumsauger) abgewaschen und
200 pl eines mit einer Peroxidase verkniipften polyklonalen Antikdrpers gegen das zu
messende Interleukin dazu pipettiert. Wie schon zuvor, wird die MeBplatte zwei Stunden
inkubiert und wieder gewaschen, um die nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen.
Anschliefend werden in jedes Well 200 pl Peroxidase-spezifisches Substrat pipettiert, wobei
je nach Interleukin-Menge und somit verdnderter AK-Konzentration ein unterschiedlich
intensiver Farbumschlag entsteht. Nach 20 Minuten wird diese Reaktion mit Hilfe von 50 pl
einer Stopldsung beendet.

Zur Berechnung des Interleukin-Gehaltes der Proben werden in einem Spektrometer
[Multiscan® BIOCHROMATIC; Labsystems® Helsinki, Finnland] bei 450 und 570 nm
Wellenlidnge die Extinktionen aller Proben gemessen. Mit Hilfe der bekannten Interleukin
Standardkurven kann somit der Gehalt des entsprechenden Interleukins in den Plasmaproben

berechnet werden.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der Migration neutrophiler Granulozyten

Fir die Chemotaxisversuche wurden frisch priparierte neutrophile Granulozyten aus
peripherem Blut gesunder Spender verwendet. Die Zellen wurden nach bereits beschriebenem
Verfahren mit Kontrollplasmen oder mit den entsprechenden Patientenplasmen fiir 30 min
inkubiert und anschlieBend zweimal mit HBSS gewaschen. Danach wurde deren Migration
gegen Medium und IL-8 getestet. Als Negativkontrolle verwendete man in Poolplasma
inkubierte Zellen, die gegen Medium wandern. Die Distanz, die diese Zellen zuriicklegen,
entspricht der Spontanmigration und dient zur Berechnung des Chemotaxisindex. Als
Positivkontrolle werden Neutrophile, die in Poolplasma inkubiert werden und gegen IL-8

migrierten, verwendet.

Samtliche Ergebnisse sind in Form des Chemotaxisindex dargestellt. Dadurch werden
einzelne Versuchsansidtze unabhingig von Zell-bedingten Variationen unterschiedlicher

Priparationen.
4.1.1. Migration neutrophiler Granulozyten gegen Medium

Die Migration der neutrophilen Granulozyten gegen das Medium RPMI 1640/ 0,5% BSA
zeigte signifikante Unterschiede, abhingig davon, ob die Granulozyten in hypo- oder

normothermen Patientenplasmen inkubiert waren.

1. Die in Plasmen normothermer Patienten zu Beginn der Operation inkubierten neutrophilen
Granulozyten zeigten signifikant erhohte Migration. Diese Steigerung verschwand jedoch,
wenn Plasmen von fortgeschrittenen Zeitpunkten der OP verwendet wurden und ging mit

Hautschnittplasmen sogar in eine Hemmung iiber.

2. Die in Plasmen hypothermer Patienten inkubierten neutrophilen Granulozyten wiesen
keinerlei verstirkte, sondern vielmehr eine sich iiber den gesamten Abnahmezeitraum
erstreckende Migrationshemmung auf. Die Zeit-Temperatur Antwortkurve féllt wahrend
der gesamten Operation konstant ab und endet in einer ungefihr 30 % igen

Migrationshemmung nach Hautschnitt.
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3. Der Vergleich der Chemotaxisindizes (normo- versus hypotherm) zeigt einen bis auf den
letzten = Abnahmezeitpunkt (Hautschnitt) signifikanten  Unterschied in  der

Migrationsbeeinflussung neutrophiler Granulozyten.

Abb.5: Migration gegen Medium
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Die Abb.5 zeigt die Effekte der normo- bzw. hypothermen Patientenplasmen auf die Migration der in diesen
inkubierten neutrophilen Granulozyten. Die Migration der frisch préparierten neutrophilen Granulozyten wurde
nach 30 min bei 37 °C gestoppt. Die Migration der in “neutralem” Poolplasma inkubierten neutrophilen
Granulozyten wurde zur Bestimmung der Basismigration verwendet. Die Chemotaxis wurde mittels Mikroskop
gemessen. Die Werte zeigen die Mittelwerte +/- Standardfehler des Chemotaxisindex, der aus dem Quotienten
der Chemotaxis der Testsubstanz durch die Basismigration errechnet wurde. Statistische Analyse: Mann-

Whitney-U-Test: * p<0,05;

4.1.2. Migration neutrophiler Granulozyten gegen 1L-8

Dasselbe Phianomen zeigt sich bei der IL-8 stimulierten Migration.

1. Das von hypothermen Patienten stammende Plasma setzt die Temperatur-abhéngige
gegen IL-8 gerichtete Migration herab. Eine gegeniiber der in gepooltem Plasma
inkubierten neutrophilen Granulozyten statistisch signifikante Migrationshemmung

(p<0,05) ist zu den Zeitpunkten t3, t4 und Hautschnitt zu beobachten.
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2. Ein vergleichbarer Migrationshemmeffekt tritt bei in normothermen Plasmen inkubierten
Neutrophilen nur zu den letzten beiden Abnahmezeitpunkten auf. Zunichst bleibt die

Neutrophilenmigration gegen IL-8 bei den normotherm gehaltenen Patienten also intakt.

3. Der Vergleich der Chemotaxisindizes (normo- versus hypotherm) zeigt bei den
Abnahmezeitpunkt t2 und t3 einen signifikanten  Unterschied in der
Migrationsbeeinflussung  neutrophiler ~ Granulozyten. Der bei der spontanen
Neutrophilenmigration so stark ausgeprégte “Plasmaeffekt” zwischen der normo- und der
hypothermen Patientengruppe ist bei IL-8 stimulierter Chemotaxis in dieser Deutlichkeit

nicht mehr nachweisbar.

Abb.6: Migration gegen IL-8
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Die Abb.6 zeigt die Effekte der normo- bzw. hypothermen Patientenplasmen auf die Migration der in diesen
inkubierten neutrophilen Granulozyten. Die Migration der frisch préparierten neutrophilen Granulozyten wurde
nach 30 min bei 37 °C gestoppt. Die Migration der in “neutralem” Poolplasma inkubierten neutrophilen
Granulozyten wurde zur Bestimmung der Basismigration verwendet. Die Chemotaxis wurde mittels Mikroskop
bestimmt. Die Werte zeigen die Mittelwerte +/- Standardfehler des Chemotaxisindex, der aus dem Quotienten
der Chemotaxis der Testsubstanz durch die Basismigration errechnet wurde. Statistische Analyse: Mann-
Whitney-U-Test: * p<0,05 gegen Kontrolle; # p<0,05 hypo- versus normotherm. n=3 (fiinf normo- und neun
hypotherme Patienten)
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4.2. Ergebnisse der Zytokinspiegel-Messungen

Die Plasmaspiegel von IL-6, -8, -10 und TNFa sd@mtlicher zu den verschiedenen Zeitpunkten

abgenommener Proben hypo- und normothermer Patienten wurden mittels ELISAs bestimmt.

Die IL-6 Spiegelmessungen zeigen keinen wesentlichen Unterschied zwischen normo- und
hypothermer Patientenplasmen, wenngleich auch der Spiegelanstieg bei OP-Ende in der

hypothermen Patientengruppe wesentlich stirker (125 pg/mL vs 50 pg/mL) betont ist.

Abb. 7: IL-6 Spiegelbestimmungen

normotherme Patientengruppe hypotherme Patientengruppe
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Die Abb.7 zeigt die IL-6 Spiegelbestimmungen der zu den verschiedenen Zeitpunkten (t1 bzw. 37°C, t2 bzw.36°C usw. bis OP-Ende)

abgenommenen normo-(n=5) bzw. hypothermen (n=9) Patientenplasmen mittels Sandwich-ELISA gemessen in pg/mL.
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Die IL-8 Spiegelmessungen zeigen in der normothermen Patientengruppe einen (konstanten)

Spiegelanstieg im Verlauf der OP, der durch Hypothermie verhindert zu werden scheint.

Abb.8: IL-8 Spiegelbestimmungen
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Die Abb.8 zeigt die IL-8 Spiegelmessungen der zu den verschiedenen Zeitpunkten (t1 bzw. 37°C, t2 bzw. 36°C usw. bis OP-Ende)

abgenommenen normo-(n=>5) bzw hypothermen (n=9) Patientenplasmen mittels Sandwich-ELISA gemessen in pg/mL.

Ein vergleichbarer Effekt wurde bei den TNFo Spiegelmessungen festgestellt. Auch hier ist
ein Spiegelanstieg in der normothermen Patientengruppe im Verlauf der OP zu verzeichen,

der wiederum durch Hypothermie verhindert zu werden scheint.

Abb.9: TNF alpha Spiegelbestimmungen

normotherme Patientengruppe hypotherme Patientengruppe
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Die Abb.9 zeigt die TNFalpha Spiegelmessungen der zu den verschiedenen Zeitpunkten (t1 bzw. 37°C, t2 bzw. 36°C usw. bis OP-Ende)

abgenommenen normo- (n=5) bzw. hypothermen (n=9) Patientenplasmen mittels Sandwich-ELISA gemessen in pg/mL.
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Der Abfall der IL-10 Plasmaspiegel wihrend normthermer Operationen wurde bei

Operationen unter hypothermen Bedingungen aufgehoben.

Abb. 10: IL-10 Spiegelbestimmungen
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Die Abb.10 zeigt die IL-10 Spiegelbestimmungen der zu den verschiedenen Zeitpunkten (t1 bzw. 37°C, t2 bzw.36°C usw. bis OP-Ende)

abgenommenen normo- (n=5) bzw. hypothermen (n=9) Patientenplasmen mittels Sandwich-ELISA gemessen in pg/mL.

4.3. Interpretation der Ergebnisse

Zusammenfassend kann bzgl. der Neutrophilenmigration gesagt werden, daBl der
“Plasmaeffekt” hypothermer Patienten in einer Herabsetzung der Neutrophilenmigration
besteht. Eine Hemmung der Neutrophilen-Chemotaxis zeigt sich auch in der Spatphase der
Operation in normothermen Patienten in der Migration gegen IL-8. Im Gegensatz dazu
scheint die Neutrophilenmigration in den frithen Phasen der Operation in normothermen

Patienten gesteigert zu sein.

Hypothermie scheint folglich die unkontrollierte Neutrophilenaktivierung zu verhindern und

damit die durch Neutrophile verursachte Gewebsschidigung abzuwenden.

Beziiglich der Zytokinspiegel kann zusammenfassend gesagt werden, dafl auf das
“Vermittler”-Zytokin IL-6 kein EinfluB3 ausgeiibt zu werden scheint, wihrend perioperative

Hypothermie die Ausschiittung proinflammatorischer Zyokine, wie IL-8 und TNFa,
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unterdriickt und das Vorhandensein antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-10,

aufrechterhalt.

Demzufolge konnte Hypothermie den Organismus vor einem proinflammatorischen Zustand

zu bewahren.
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5.Diskussion und Zusammenfassung

5.1. Diskussion der Methodik

5.1.1. Chemotaxis

Fir die Bestimmung der Chemotaxis gibt es verschiedene Methoden, die jeweils

unterschiedliche Vor- bzw. Nachteile aufweisen:

1. "Capillary Tubes"

2. Agarose

3. Membranmethoden: a. Polycarbonat-Filter b. Nitrocellulose-Filter

Aufgrund der guten Erfahrungen und zuverldssigen Ergebnisse, die mit dieser allgemein
etablierten Methode gewonnen wurden, verwendeten wir Nitrocellulose-Filter. Es handelt
sich hierbei um eine sehr exakte und leicht reproduzierbare Methode, da sie nur unwesentlich
von der Anzahl der Zellen auf dem Filter abhidngt. Ein weiterer Vorteil besteht darin, daf3
durch "Checkerboard Studien" zwischen Chemotaxis und Chemokinese unterschieden werden

kann.

Nachteile ergeben sich, wie auch bei anderen "Leading Front Assays" daraus, daf} die
Morphologie der Zellen nicht beurteilt werden kann und die Zellen an der Leading Front
moglicherweise nur einen kleinen, nicht repriasentativen Teil der Gesamtpopulation darstellen
(Dunzendorfer S et al., 2000). Durch die Messung mittels Mikroskop konnte es weiters zu

einer Beeinflussung der Ergebnisse durch den Untersucher kommen.

Da bei dieser Dissertation die Migration einer reinen Zellpopulation gemessen wurde, war die
Methode der Nitrocellulose-Chemotaxis fiir diese Aufgabe am besten geeignet. Die
Verwendung einer hoch reinen neutrophilen Granulozytenpopulation bringt auch den Vorteil
mit sich, daB3 eine gegenseitige Beeinflussung unterschiedlicher Zellarten durch Zytokine

ausgeschlossen werden kann.
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5.1.2. ELISA

Bei den fiir die Messungen verwendeten ELISAs handelte es sich um eine Methode mit sehr
hoher Sensitivitidt bei einem Detektionslimit fiir Interleukin 6 von 3pg/ml, fiir IL-8 von
8pg/ml, fiir IL-10 von 0.8pg/ml und TNFa von 3pg/ml. Die zugesetzten Antikorper sind
spezifisch fiir die jeweiligen zu messenden Substanzen. Die Bestimmung des Standards war
in allen Ansédtzen moglich und fiihrte zu einer Regressionsgeraden, die zur Berechnung der
Ergebnisse der jeweiligen Zytokinspiegel in den Proben diente. Daraus kann geschlossen
werde, da3 diese Assays fiir die Bestimmung der vorliegend zu untersuchenden Zytokine

geeignet ist.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

Hypothermie scheint fiir verdnderte Immunreaktionen bei Mensch und Tier verantwortlich zu
sein. Dies konnte in Studien iiber nicht OP-bedingte Hypothermie nachgewiesen werden.
Verschiedenste Komponenten des Immunsystems werden durch Kélteexposition beeinfluft,
wie herabgesetzte Zell-vermittelte Immunitit (Muller HK et al., 1995) und NK-Zellaktivitat
(Cheng GH et al., 1990), herabgesetzter Anzahl an Thymozyten, Splenozyten, und CD4+
Zellen, Suppression von B-Lymphozyten, und eine fehlerhafte T-Lymphozytenfunktion
(Cheng GH et al., 1990; Klein TW, 1993; Goundasheva D et al., 1994). Hypothermie wurde
auch mit supprimierter Phagozytosefdhigkeit, einschlieBlich herabgesetzter Migration
polymorphkerniger Zellen, verringerter Sauerstoffradikalbildung und herabgesetzter
Bakterienabtotung (Clardy CW et al., 1985; Sung Y et al., 1985) in Zusammenhang gebracht.

Es ist daher auch moglich, da Hypothermie zu den postoperativ zu beobachtenden
Immunverdnderungen beitrdgt. Wie schon erwdhnt, wurde in einer 1996 grof3 angelegten
klinischen Studie nachgewiesen, daB3 perioperative Hypothermie zu im Vergleich zu
normotherm gehaltenen Patienten dreifach erhohten Wundinfektionsraten und zu um 20%
verliangerten Krankenhausaufenthalten fiihrt (Kurz A et al., 1996). Diese Folgen konnten in
Zusammenhang mit einer initial herabgesetzter Lokalreaktion stehen, die durch perioperative
Hypothermie, einschlieBlich thermoregulatorischer =~ Vasokonstriktion, herabgesetzter
Sauerstoffversorgung des geschiadigten Gewebes (Boutten A et al., 1996), Hemmung der
oxidativen Abtotung durch Neutrophile (Wenisch C et al.,, 1996) und verringerter

Kollagenablagerung (Kurz A et al., 1996) bedingt zu sein scheinen. Diese Ergebnisse weisen
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darauf hin, dal Hypothermie zu der systemischen Immunsuppression in der perioperativen

Zeitspanne beitragt.

In der vorliegenden Arbeit versuchten wir die diesen Beobachtungen moglicherweise
zugrundeliegenden modifizierenden Effekte normo- bzw. hypothermer Probandeplasmen auf
die Migrationsfahigkeit neutrophiler Granulozyten und auf die jeweiligen IL-6, -8, -10 und

TNFa- Spiegel nachzuweisen.

Die unter hypothermen Bedingungen zu beobachtende Plasmaaktivitdt einer signifikanten
Migrationshemmung bestarkt unsere Annahme. Sowohl bei Verletzungen als auch bei
Infektionen sind die neutrophilen Granulozyten die als erste in Erscheinung tretende Zellen.
Ihre Migration wird u.a. durch IL-8 und TNFa induziert (Sampson AP, 2000), so dal die in
der Hypothermiegruppe zu verzeichnenden niedrigen bzw. nicht wie bei den Normothermen
ansteigenden Spiegel, eben diese herabgesetzte Migration bzw. Migrationshemmung und die
dadurch erhohte Wundinfektionsrate einerseits, aber auch die dadurch verhinderte

Neutrophilen-induzierte Gewebeschiadigung, erkléren.

Fiir die hoheren Wundinfektionsraten der hypothermen Patientengruppe konnten natiirlich
auch andere Faktoren, wie die arterielle Hypoxdmie, die Hypovoldmie, die Konzentration der
eingesetzten Anisthetika und die durch Zigarettenrauch oder schmerzinduzierten Stress
ausgeloste Vasokonstriktion verantwortlich sein (Knighton DR et al, 1984; Moudgil GC et al,
1981).

Diese Faktoren konnten jedoch nachweislich von Kurz und Mitarbeiter als unwahrscheinlich
gewertet werden, da die Gabe von Sauerstoff, die Sauerstoffhdmoglobinsittigung, die
Fliissigkeitsbalance, die hdmodynamischen Reaktionen, die Ausfuhrkonzentrationen der
Andisthetika, der Schmerzscore und die Opioidmengen in beiden Gruppen dhnlich war (Kurz
A et al., 1996). Ebenso unwahrscheinlich ist es, da3 das verstirkte Bakterienwachstum die
Infektionen in der hypothermen Gruppe verschlimmert, da geringe Temperaturabnahmen

eigentlich das Wachstum in vitro herabsetzen (Mackowiak PA, 1981).

Bzgl. der Zytokinspiegel kann der bei IL-6 und TNFa in der hypothermen Gruppe
ausgebliebene Spiegelanstieg die herabgesetzte Wundheilung erkldren (Jyung RW et al.,
1993), da die neutrophile Granulozyten als die als erste an die Wundstelle migrierenden

Zellen gelten.
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TNFa kann die Produktion von Gewebsfaktor auslosen und dadurch die Hamostasebalance
zugunsten der Gerinnung verschieben (Esmon C, 1994). Dies konnte den unter Hypothermie
ausbleibenden TNFa Spiegelanstieg und den dadurch klinisch beobachteten erhohten
Blutverlust begriinden. AuBlerdem wirkt TNFa hauptsidchlich auf Endothelzellen und erhoht
deren prokoagulatorische Aktivitdt. Aktivierte Endothelzellen exprimieren ebenfalls eine
Anzahl molekuldrer Adhdsionsmolekiile, was die Leukozytenadhidsion an Endothelium

erleichtert. Die Anhdufung inflammatorischer Zellen tragt zusétzlich zur Gewebsschidigung

bei (Strieter RM et al., 1993).

Milde Hypothermie soll den operationsbedingten Blutverlust und den damit den Bedarf an
Bluttransfusionen erhéhen (Schmied H et al., 1996). In vitro Studien lieBen vermuten, dal3
perioperative Hypothermie OP-bedingte Blutungen verstdrken, indem sie die Funktion der
Blutpléttchen und die Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren beeintrichtigt (Michelson AD et al.,
1994; Rohrer MJ et al, 1992). Bluttransfusionen scheinen ihrerseits wiederum die
Empfénglichkeit fiir Wundinfektionen erhéhen, indem sie die Immunfunktion beeinflussen

(Jensen LS et al., 1992).

Gegen diese Hypothese sprechen die Ergebnisse von Kurz und Mitarbeitern, die zwar einen
signifikant erhohten Bedarf an allogenen Blutkonserven in der Hypothermiegruppe
bestétigten, dies allerdings in keinem Zusammenhang mit den erhdhten Wundinfektionen

sahen (Kurz A et al., 1996).

Die unter Hypothermie zu beobachtende Aufrechterhaltung der IL-10 Spiegel als ein

antiinflammatorisches Zytokin korreliert ebenfalls mit den klinischen Beobachtungen.
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5.3. Zusammenfassung und Schlufifolgerungen

Die in einer groB angelegten klinischen Studie nachgewiesene deutlich herabgesetzte
Wundheilungsrate, vermehrten postoperativen Wundinfektionen und verldngerten
Klinikaufenthalten infolge perioperativer Hypothermie (Kurz A et al., 1996) wurden in der
vorliegenden Arbeit auf Zellebene untersucht. Es galt herauszufinden, ob perioperative
Hypothermie einen nachgewiesenen EinfluB auf die Migrationsfdhigkeit neutrophiler
Granulozyten und die Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer Zytokine hat und in

welchem Ausmall dies geschieht.

Die dazu durchgefiihrten Migrations- und Chemotaxisversuche mit in hypo- und
normothermen Probandenplasmen inkubierten neutrophilen Granulozyten wiesen einen
Migrationshemmeftekt in der hypothermen verglichen mit der normothermen Gruppe auf, in
welcher sogar eine Migrationssteigerung zu beobachten war. Hypothermie scheint folglich
einerseits fiir die erhdhte Infektionsanfilligkeit, andererseits aber auch fiir die Verhinderung
unkontrollierter Neutrophilenaktivierung und damit abgewandter Gewebsschidigung von

Bedeutung zu sein.

AulBlerdem konnte nachgewiesen werden, dal} perioperative Hypothermie die Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-8 und TNFa unterdriickt und das Vorhandensein
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 aufrecht erhélt. Ob deren Summeneffekt insgesamt
auch fir die Migrationseffekte der neutrophilen Granulozyten verantwortlich ist, kann zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig beantwortet werden. Eine Hemmung der
Ausschiittung proinflammatorischer und eine Aufrechterhaltung antiinflammatorischer

Zytokinspiegel wiirde aber gut in dieses Konzept passen.

Demzufolge kann abschlieBend gesagt werden, dal3 perioperative Hypothermie einerseits den
Organismus vor einem proinflammatorischen Zustand zu bewahren scheint, andererseits aber
auch fiir erhohte Wundinfektionsraten, verlangsamte Wundheilung und dadurch verlédngerte
Klinikaufenthalte mitverantwortlich sein konnte. Eine Risiko-Nutzen-Abwigung muf}

demnach individuell erfolgen.

Die aus unseren Untersuchungen ableitbaren therapeutischen Konsequenzen konnten eine

gezielte neutrophilen Granulozyten-Stimulation sowie eine entsprechende Infektprophylaxe
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nach Hypothermie bedeuten. Zur Kldrung dieser Fragen sind jedoch weiterfithrende Studien

notig.
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