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1. Einleitung

Der Mensch ist umgeben von potentiell krankheitserregenden Faktoren.
Mikroorganismen wie Viren und Bakterien aber auch Pilze und Parasiten wirken
zu jeder Zeit auf ihn ein. Gleichwohl ist der Mensch auch von einer Vielzahl
Mikroorganismen besiedelt. Es wird geschéatzt, dass etwa 10!2 Bakterien auf der
Haut, 1010 im Mund sowie 10!4 im Gastrointestinaltrakt leben. Diese natiirliche
Keimflora beeinflusst erheblich die Lebensqualitat, z.B. durch die Produktion des
fir den Menschen lebenswichtigen Vitamins Biz. Sie birgt aber auch die Gefahr
von Erkrankungen. Durch die Aufrechterhaltung eines nattlrlichen
Gleichgewichtes werden die gesundheitlichen Gefahren, die von potentiellen
Krankheitserregern ausgehen, eingeschrankt.! Dennoch sind die Risiken einer
moglichen Infektion nicht vollends gebannt. Diesen Ereignissen tritt der Mensch

mittels eines komplexen korpereigenen Abwehrsystems entgegen.
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1.1. Das Immunsystem

Um Gefahren von aufSen, z.B. durch Krankheitserreger aber auch von innen z. B.
durch entartete Tumorzellen zu begegnen, haben hohere Vertebraten im Laufe der
Evolution ein komplexes Immunsystem entwickelt. Dieses setzt sich aus vielen
Komponenten zusammen, die bei der Abwehr durch Wechselwirkungen innerhalb

des Systems aber auch mit anderen Organsystemen zusammenwirken.2

1.1.1. Bestandteile des Immunsystems

Zum Immunsystem gehoéren zundchst die Epithelien der Haut und Schleimhaute
als physikalische und chemische Barriere, das Komplementsystem und Lysozym
in den Sekreten sowie primére (zentrale) lymphatische Organe (Knochenmark und
Thymus) und sekundéare (periphere) lymphatische Organe (Lymphknoten, Milz,
Rachen- und Gaumenmandeln, darmassoziierte lymphatische Gewebe (GALT),
mukosaassoziierte lymphatische Gewebe (MALT), die Appendix sowie Peyersche
Plaques).

Wesentliche Bestandteile des Immunsystems auf zellularer Ebene sind weiterhin
die Leukozyten. Leukozyten entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Aus diesen Stammzellen entwickeln sich zum
einen myeloische Vorlauferzellen, aus denen schliefSlich Granulozyten,
Makrophagen (Phagozyten), Mastzellen zum Schutz von Schleimhauten,
dendritische Zellen, aber auch Thrombozyten und Erythrozyten hervorgehen. Die
Granulozyten werden weiter in drei Subpopulationen unterteilt, die neutrophilen
Granulozyten als zweite phagozytierende Zellpopulation, die basophilen
Granulozyten, die wahrscheinlich wie Mastzellen schiitzend fir die Schleimh&ute
wirken, sowie die eosinophilen Granulozyten, denen eine Rolle bei der Abwehr
gegen Parasiten zugeschrieben wird.

Zum anderen entwickelt sich aus den pluripotenten Stammzellen eine
gemeinsame lymphatische Vorlauferzelllinie, aus der sich wiederum zwei
Lymphozytenpopulationen, die B-Lymphozyten und T-Lymphozyten, entwickeln.
Ebenfalls aus den Ilymphatischen Vorlauferzellen gehen die nattrlichen

Killerzellen hervor.2
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1.1.2. Angeborene und erworbene Immunitat

Bei der immunologischen Antwort auf einen Reiz werden zwei Pfeiler
unterschieden - die angeborene und adaptive Immunitat. Die angeborene
Immunitéat ist von besonderer Bedeutung in der frithen Phase der Abwehr. Dieses
System wirkt antigenunspezifisch, da nur Strukturen, die eine Erregergruppe
kennzeichnen, erkannt werden. Hierzu gehoéren die Barrierefunktion der
Epithelien, Granulozyten, Makrophagen, natirliche Killerzellen, dendritischen
Zellen sowie das Komplementsystem (alternativer Weg) und Lysozym in den
Sekreten.

Dem gegenuber steht die antigenspezifische (adaptive) Immunantwort. Diese
basiert auf einer lebenslangen Anpassung des Immunsystems an die Erreger, mit
denen es in Kontakt kommt. Das adaptive Immunsystem ist also lernfdhig und
besitzt eine hohe Spezifitit mit einer entsprechend hohen Wirkungseffizienz. Es
besteht aus den beiden Lymphozytenpopulationen, B- und T-Lymphozyten. B-
Lymphozyten bilden Antikorper, die hauptséchlich extrazelluldre Erreger oder
Toxine neutralisieren, markieren oder zur Phagozytose vorbereiten. Dieser Zweig
wird auch als humorale Immunantwort bezeichnet. Die Immunantwort durch die
T-Zellen ist hingegen zellvermittelt. Sie richtet sich vor allem gegen intrazellulare
Erreger und induziert die Zerstérung beziehungsweise die Lyse der betroffenen
Zelle. Zur adaptiven Immunantwort gehoért ebenfalls der klassische Weg des
Komplementsystems.

Zudem zeichnen sich die Lymphozyten durch ein immunologisches Gedéachtnis
aus, welches nach einem Antigenkontakt ausgebildet wird und sich fur eine zum
Teil lebenslange Immunitét verantwortlich zeichnet.

Durch ein umfassendes Zusammenspiel von Mediatoren und Inhibitoren (Zytokine
und Chemokine) sind alle Bestandteile miteinander verbunden und beeinflussen
sich bei der Immunantwort gegenseitig. Zytokine werden in den Zellen kaum
gespeichert. Sie werden bei Bedarf produziert und freigesetzt.2

Ebenso interagieren beide Systeme mit anderen homoostatischen Systemen wie
dem Endokrinum, dem Nervensystem und der Blutgerinnung. Die Makrophagen
sind dabei das wichtigste Bindeglied.3

So kénnen Krankheitsfaktoren schnell und effektiv bereits vor Ort als auch in den
sekundaren lymphatischen Organen als Ort der eigentlichen Abwehrreaktion

durch die Lymphozyten bekdmpft werden.
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1.1.3. B-und T-Lmphozyten

Wéhrend ihrer Entwicklung aus lymphatischen Stammzellen durchlaufen beide
Populationen zunachst einen Reifungsprozess. Die Entwicklung zu
immunkompetenten Lymphozyten lauft in beiden Zelllinien sehr &hnlich ab.
Entsprechend ihres Reifungsortes erfolgte ihre Bezeichnung. B-Lymphozyten
verbleiben zur Reifung im Knochenmark (engl. bone marrow). Die Bezeichnung B-
Zelle beruht jedoch auf Bursa fabricii, einem Organ der Vogel, dem urspriinglichen
Fundort dieser Population. T-Lymphozyten hingegen wandern zur Reifung in den
Thymus ein.2

In den verschiedenen Reifestadien exprimieren Lymphozyten auf ihrer Oberflache
verschiedene Molektile, die zur phanotypischen Typisierung der Zellpopulation
genutzt werden. Wesentliches Merkmal sind die antigenspezifischen B-Zell-
Rezeptoren beziehungsweise die T-Zell-Rezeptoren. T-Zellen exprimieren weiterhin
CD3, ein mit dem T-Zellrezeptor assoziiertes Molektl, welches flir dessen
Signaltransduktion essentiell ist. Im Frihstadium der T-Zellentwicklung findet
man weiterhin CD4 und CD8-Molektile auf der Zelloberflaiche. Im Verlauf der
Reifung zur immunkompetenten T-Zelle wird eines der beiden Molektle
herunterreguliert und somit die Subpopulation und entsprechend die Funktion
der Zelle festgelegt. Die CD8 positive Population bildet dann die zytotoxischen T-
Zellen. Bei T-Helferzellen verbleibt CD4 auf der Oberfldche. Das Verhaltnis beider
liegt etwa bei 65% zu 35% zu Gunsten der T-Helferzellen. Ein sehr geringer Anteil
der T-Zellen exprimiert weder CD4 noch CD8.4

Die T-Helferzellen lassen sich weiterhin in Thl und Th2-Zellen einteilen. Beide
Gruppen unterscheiden sich durch ihre Zytokinfreisetzung. Ein typisches Thl-
Zytokin ist INF-y. Diese Zellen fordern die Aktivierung von Makrophagen und die
zytotoxische Immunantwort. Die Th2-Zellen dagegen unterstiitzen besonders die
antikérpervermittelte Antwort der B-Lymphozyten unter anderem durch
Freisetzung von IL-4 und IL-5. Eine dritte Gruppe der T-Helferzellen bilden die
regulatorischen T-Zellen mit immunsuppressiver Kapazitat. Sie dienen der
Aufrechterhaltung der Toleranz gegen Selbstantigene sowie der negativen
Regulation der Immunantwort gegen Fremdantigene.5

Lymphozyten zeichnen sich durch ihre hoch spezifischen Rezeptoren aus. Dabei
besitzt jede Zelle eine Vielzahl von Rezeptormolektiilen auf ihre Oberflache, die alle
das gleiche Antigen erkennen. Bereits im frithen Reifestadium wird die

Antigenspezifitidt des Rezeptors der einzelnen Zellen festgelegt. Durch somatische
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Rekombination von V-, D- und J- Gensegmenten sowie Hypermutation ergeben
sich theoretisch 1013 bis 1018 verschiedenen Kombinationsmoéglichkeiten fur die
variable Region (vgl. 1.1.4) des Rezeptors. Zudem miuissen fiir einen vollstdndigen
Rezeptor zwei verschiedene Genloci umgelagert werden.2 Fehler in diesem
Entwicklungsabschnitt fihren zum Untergang der betroffenen Zelle.

Ist die Rekombination erfolgreich, wird von der Zelle der entsprechende Rezeptor
synthetisiert und auf der Zelloberflaiche verankert. Da die Rezeptorspezifitat
unabhangig vom Antigenkontakt entsteht, mtissen die Lymphozyten im Anschluss
eine Selektion durchlaufen, um sicher zu stellen, dass koérpereigenes Gewebe
nicht angegriffen wird. Zellen, welche nicht oder nur schwach an koérpereigene
Strukturen binden bzw. mit MHC-Molektlen (vgl. 1.1.4) interagieren, tiberleben.
Das bezeichnet man als positive Selektion. Lymphozyten mit einer hohen Affinitat
zu korpereigenen Antigenen werden im Gegenzug durch programmierten Zelltod
aus dem Repertoire genommen - negative Selektion. So wird die immunologische
Toleranz etabliert. Trotz des hohen Selektionsdruckes, der mit einem massiven
Lymphozytenuntergang einhergeht, entsteht wahrend dieser Entwicklungsstadien
ein umfangreiches Rezeptorarsenal. Dadurch kann das Immunsystem auf eine
nahezu unbegrenzte Vielfalt von Fremdantigenen reagieren.2

Nach erfolgter Selektion wandern T- und B-Zellen als reife naive Lymphozyten in
die Peripherie. Hier erfolgen der Antigenkontakt und anschliefend weitere

Differenzierungsschritte in den sekundéaren lymphatischen Organen.

1.1.4. Antigenrezeptor

Der Antigenrezeptor besitzt einen klassischen Aufbau. Er setzt sich aus einer
konstanten Region (C) mit Effektor- und Signalfunktion und einer fir die
Antigenerkennung verantwortlichen, variablen Region (V) zusammen. Der Aufbau
der Rezeptoren unterscheidet sich in beiden Lymphozytenpopulationen.

B-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfliche Immunglobuline (Ig). Das Ig-Molekul
besteht aus vier Polypeptidketten mit zwei schweren Ketten (H — heavy) und zwei
leichten Ketten (L - light) als Grundeinheiten. Sie sind symmetrisch angeordnet
und durch Disulfidbricken verbunden. Daraus resultiert eine Y-féormige
Grundstruktur.

Die beiden Arme des Y werden als Fab-Fragmente bezeichnet und bestehen aus
den leichten Ketten und den oberen Teilen der beiden schweren Ketten. N-

terminal befindet sich jeweils eine variable V-Doméne als antigenspezifische
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Bindungsstelle. Die C-terminalen Enden der schweren Ketten lagern sich
zusammen und bilden mit ihrem konstanten Abschnitt den Fc-Teil des
Immunglobulins, der in der Membran fest verankert ist wund zur
Signaltransduktion ins Innere der Zelle dient. Die von den B-Zellen sezernierten
Antikorper sind im Gesamtaufbau dhnlich.3

Der T-Zellrezeptor dhnelt hingegen einem membranverankerten Fab-Fragment.
Bei den meisten T-Lymphozyten besteht dieser aus einer a- und einer (-Kette
(a:B-TCR). Die konstanten Regionen sind dabei ebenfalls fest in der Membran
verankert und durchspannen diese. Eine kleinere Population von T-Zellen besitzt
einen y:5-TCR. Diese sind hauptséachlich intestinal und intraepithelial zu finden.2
Da in dieser Arbeit die Reaktionen der T-Zellen als Schwerpunkt im Vordergrund
stehen, werden diese im Weiteren bevorzugt behandelt. B-Zellen und ihre
Rezeptoren werden nur an ausgewéahlten Stellen besprochen.

Damit T-Zellen ein Pathogen erkennen koénnen, mussen ihnen Peptide des
Pathogens prasentiert werden — sogenannte Antigene.® Die Prasentation erfolgt
dabei tiber Mac-Molektile. Zwei verschiedene Mechanismen sind bekannt.
Korpereigene kernhaltige Zellen stellen auf der Oberfliche endogen hergestellte
Antigene mittels MHC I-Molektiilen dar — das schliefst zum Beispiel virile Peptide
sowie Peptide intrazellular tiberlebender Bakterien ein. Diese Antigene kdénnen
durch zytotoxische T-Zellen (vgl. 1.1.3.) erkannt werden. Die Folge ist die
Zerstérung der Tragerzelle. Wie Sykulev et al. zeigen konnten, reichen dabei 1-50
MHC-Molektile auf einer Zielzelle aus, um eine zytotoxische T-Zelle zu
aktivieren.?”-8

Im Gegensatz dazu werden extrazellulare Fremdantigene durch professionelle
Antigen-pasentierende Zellen (APCs) aufgenommen, proteolytisch verdaut und
Peptide mittels MHC II-Molektle auf der Zelloberflache prasentiert. Diese werden
von den entsprechenden T-Helferzellen (vgl. 1.1.3.) erkannt. Nach Aktivierung der
T-Helferzellen wird eine Kaskade von Reaktionen in Gang gesetzt, um das Antigen
zu bekampfen. Zu den MHC II-positiven Zellen zdhlen Zellen des Monozyten-

Makrophagensystems, dentritische Zellen und B-Lymphozyten.*
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1.1.5. Die immunologische Synapse

Durch Kontakt mit dem Antigen wird der TCR engagiert. Das ist allerdings nicht
mit einer Aktivierung der Zelle gleich zu setzen. Je nach Bindungsspezifitit und
-affinitdt sind starke und schwache Antigene bekannt. Die TCR-MHC-Peptid-
Interaktion allein besitzt nur eine relativ geringe Affinitat. Das hat zur Folge, dass
Bindungen eingegangen, wieder gelést und schliefSlich neue Bindungen mit
anderen Rezeptoren geknupft werden.® Das spricht dafiir, dass der Antigen-
Rezeptorkomplex, bestehend aus dem MHC-gebundenen Antigen, TCR und CD3
nur ein insuffizientes Signal zur optimalen T-Zellaktivierung liefert. Erst wenn die
Aktivierungsschwelle der T-Zelle durch mehrmaliges Engagement tberschritten
wird, fihrt dies zur Internalisierung des TCR und in der Folge zur Aktivierung der
Zelle. Diese Beobachtung ist auch als serielles Triggering bekannt und kann als
Schutzmechanismus gegen eine vorschnelle und Uberméchtige T-Zell-Antwort
angesehen werden.8,10

Lymphozyten bendétigen aufSerdem ein zweites unabhéangiges Signal, um auch
tatsadchlich aktiviert zu werden.112 Erstmals wurde diese Zwei-Signal-Theorie fur
B-Zellen von Bretscher und Cohn 1970 verodffentlicht. Spater wurde diese
Hypothese auch auf die Aktivierung der T-Zellen tibertragen.!3.14

Primér zur Signalverstarkung ins Innere der T-Zelle dienen das bereits genannte
CD3 und die TCR-(-Kette. Durch die Bindung des TCR an ein MHC-Molektl
werden CD4 beziehungsweise CD8 an die Bindungsstelle rekrutiert. CD4 erkennt
nur MHC II-Molektile und bindet an dessen B2-Doméane. CD 8 hingegen bindet nur
an die a3-Domine des MHC I-Molektils. Beide fungieren fir die jeweilige T-
Zellsubpopulation als Co-Rezeptoren und sind fir die effiziente T-Zellreaktion
notwendig.2 Ebenfalls als Stabilisatoren und Signalverstarker wirken CD2, das an
LFA-3 (CDS58) bindet sowie zahlreiche weitere Molektile.

Das zweite bendtigte Signal zur Aktivierung der T-Lymphozyten wird im
Wesentlichen durch kostimulatorische Molektile geliefert. Hierzu gehdéren die
Mitglieder der CD28-Familie sowie die B7-Molektle als ihre Liganden (vgl. 1.1.6.),
CD7, T-Zell-Immunglobulin-Muzin 1 (TIM1) und weitere. Ohne kostimulatorische
Signale kommt es nicht zur Immunantwort, die Zellen werden anerg
beziehungsweise gehen in Apoptose.8:15.16

Ein weiteres wesentliches Paar ist das CD40 (auf der APC) und der CD40-Ligand
(CD154, auf der T-Zelloberflache). Es dient ebenfalls der Stabilisierung und der

Signalweiterleitung, hier aber far die APC 15
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Durch die Aktivierung der T-Zelle &ndert sich der Phanotyp der Zellen. Wahrend
der Aktivierung kommt es zu einer Umordnung der Rezeptoren. Es bildet sich ein
sogenannter zentraler supramolekularer Aktivierungscluster (cSMAC), bestehend
aus dem TCR, CD3, CD2 und CD28, sowie ein peripherer Cluster (pSMAC), der
reich an LFA-1 ist und ebenfalls die Phosphatase CD45 enthalt.

Der T-Zellrezeptorkomplex setzt sich entsprechend aus einer Vielzahl
verschiedener Oberflaichenmolektile und ihren Liganden zusammen. Dieses Areal,
in der die Gesamtheit der beteiligten Molektile auftreten und in dem der Zell- zu
Zellkontakt am dichtesten ist, wird in Anlehnung an die neuronalen Synapsen
auch als immunologische Synapse bezeichnet,*:6.17

Die Ausbildung der Synapse erfolgt durch Verdnderungen im Zytoskelett in
speziellen Mikroarealen der Zellmembran — in sogenannten Lipid Rafts.10 Diese
zeichnen sich durch eine besondere Zusammensetzung aus, die eine grofSe
Beweglichkeit der sich darin befindenden Molekule bewirkt. Die Beweglichkeit ist
insbesondere durch einen hohen Gehalt an Cholesterolen bedingt. Weiterhin sind
sie reich an Kinasen und Adapter-Molekilen, die zur Ausbildung der
immunologischen Synapse bendtigt werden.'® Die Rekrutierung der Rafts
wiederum ist stark an die kostimulatorischen Molekile CD28 und CTLA-4
gebunden. (vgl. 1.1.6.).19.20

1.1.6. Die Kostimulation

In dieser Studie liegt ein Schwerpunkt auf dem kostimulatorischen Molektl
CTLA-4 (CD152). Deshalb soll dieses genauer beschrieben werden. Weitere
bekannte Kostimulatoren der CD28 Familie werden nur kurz angesprochen.

Andere Wege der Kostimulation bleiben unberticksichtigt.

Die CD 28 Familie

Diese Familie bilden mehrere Proteine mit auffilliger Homologie zueinander, die
auf verschiedenen immunologischen Zellpopulationen exprimiert werden.

Diese Molektile gehoéren zur Immunglobulin-Superfamilie. Sie zeichnen sich durch
eine einzelne extrazellulare variable Ig-dhnliche Doméne, eine IgC-dhnliche
Transmembrandoméane sowie eine kurze zytoplasmatische Doméane aus. Es
werden positive Kostimulatoren - CD28, ICOS sowie negative Kostimulatoren oder

Inhibitoren - CTLA-4, PD-1, BTLA unterschieden.
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Die Gene fur CD28, CTLA-4 und ICOS liegen dicht beieinander auf dem
Chromosom 2q33-34. Meist treten sie als Disulfid-verbundene, homodimere
Glykoproteine auf, dennoch sind aber auch monomere Formen moéglich.?! In der
extrazellularen Doméane befinden sich CDR1, CDR2, CDR3 &hnliche Loops. In
letztgenannter befindet sich ein konserviertes Hexapeptid, das MYPPPY-Motiv,
welches wesentlich fir die Bindung von B7 ist. Die zytoplasmatische Domaéne
besitzt ein zentrales Src-homologie-2 (SH2)-Bindungsmotiv YXXM.12

Das Gen fur PD-1 liegt in enger Nachbarschaft zu den anderen auf dem
Chromosom 2q37. Anders als die Vorgenannte befindet sich das Gen von BTLA
auf Chromosom 3q13.

Als Liganden auf den APCs dienen die Molektlile der B7-Familie. Auch diese

Glykoproteine gehéren der Immunglobulin-Superfamilie an.15

CD 28

CD28 ist das erste dieser Oberflichenmolekiile, das entdeckt wurde.22-24 Auf
nahezu allen T-Helferzellen und etwa 50% der zytotoxischen T-Zellen ist CD28
konstitutiv exprimiert. Dennoch steigt die Expressionsdichte nach einer
Aktivierung noch einmal an.?! Bei der konstitutiven Expression dieses Molektils
ist eine stindige Verjingung durch stetige Neuexpression unter IL-12-Einfluss
notig. Bei chronischen Infekten und im hoéheren Alter kommt es zu einem
erhohten Anteil an CD28- T-Zellen.

Die Liganden von CD28 auf APCs sind das B7-1 (CD80) und das B7-2 (CD86), mit
denen es mit einer einzelnen Bindungsdoméne interagieren kann. Dabei zeigt
CD28 zu CD86 eine 2-3fach starkere Bindung als zu CD80.15 Auch CD86 wird auf
den APCs konstitutiv exprimiert und weist nach Aktivierung der APCs das gleiche
Verhalten wie CD28 auf.21

Besonders wichtig scheint CD28 bei der Aktivierung von ruhenden und naiven T-
Zellen (Priming der Immunantwort) zu sein. Die Ligation von CD28 in der
immunologischen Synapse dient der positven Kostimulation. Es kommt zu einer
Senkung der Aktivierungsschwelle durch Rekrutierung von Lipid Rafts. Der
Metabolismus der aktivierten T-Zelle wird durch erhéhte Glukose- und
Sauerstoffaufnahme gesteigert. Die Zytokinfreisetzung inklusive des IL-2 steigt an.
Des Weiteren wird die Resistenz der T-Zelle gegen Apoptose durch vermehrte
Expression des antiapoptotischen bcl-x.-Gens sowie die Transkriptionsaktivitat

und die Stabilisierung der mRNA gesteigert.8,19,25
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Auflerdem veradndert ein CD28-Signal die Balance zwischen der Thl- und Th2-

Differenzierung zu Gunsten der Th2-Zellen.26

CTLA-4 (CD 152)

1987 entdeckten Brunet et al. auf aktivierten Lymphozyten das CTLA-4, ein neues
Oberflachenmolekil aus der Immunglobulin-Superfamilie.2?” CD28 und CTLA-4
besitzen in ihrer Proteinstruktur eine Homologie von etwa 30%.28 Auffallig ist,
dass der zytoplasmatische Teil von CTLA-4 bei Mensch, Maus, Ratte, Kaninchen
und Huhn zu 100% konserviert ist. Das impliziert einen hohen evolutionaren
Druck zur Aufrechterhaltung der Funktion des zytoplasmatischen Schwanzes und
damit eine wichtige Funktion.28

Anfangs war man der Auffassung, dass CTLA-4 ein weiteres kostimulatorisches
Molekul mit aktivierender Kapazitat sei. Jedoch wurden in der Folgezeit
Nachweise fir eine negative Regulation der T-Zellfunktionen gefunden.29
Untermauert wurde diese These durch Versuche mit CTLA-4-/- Mausen, die eine
schwere lymphoproliferative Erkrankung durch eine enthemmte T-Zell-
Proliferation und Akkumulation dieser Zellen in lymphatischen und nicht
lymphatischen Organen entwickelten und bereits 3-4 Wochen nach der Geburt
verstarben.30 Zahlreiche Folgeexperimente kamen zu dem Ergebnis, dass die
enthemmte T-Zell-Proliferation durch das Fehlen negativer Signale durch CTLA-4
hervorgerufen wurde.31.32

Seine Liganden sind ebenfalls B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86). CTLA-4 besitzt
jedoch eine etwa 50 bis 100-fach héhere Affinitat zu den B7-Molektiilen als CD28.
Zu CD8O0 zeigt CTLA-4 eine starkere Bindungsaffinitit als zu CD86.12.25 Durch
diese hohe Bindungsaffinitdit kann CTLA-4 trotz der wesentlich geringeren
Expressionsdichte - etwa 100 bis 200 Molektile je Zelle - seine hohe
Wirkungseffizienz erreichen.33

CTLA-4 bindet an seine Liganden periodisch im ReifSverschlufssystem, das heif5t
ein bivalentes CTLA-4 Homodimer kann zwei Liganden tiberbriicken, woraus eine
fir Oberflaichenmolekiile ungewdhnlich stabile Bindung resultiert.34

Anders als das konstitutiv exprimierte CD28 erfolgt die Expression von CTLA-4
auf konventionellen T-Zellen nur nach deren  Aktivierung. Das
Expressionsmaximum wird 24 bis 72 Stunden nach der T-Zellaktivierung

erreicht.29,35
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Die CTLA-4-Rekrutierung auf die Zelloberflache wird durch Signale von CD28
induziert. Die T-Zellaktivierung unterliegt somit einem negativen Feedback-
Mechanismus und limitiert sich selbst.36

Auch bei maximaler Expression von CTLA-4 bleibt der Hauptanteil intrazellular in
Vesikeln, besonders in Lysosomen gespeichert. In den Vesikeln ist CTLA-4 mit
seinem Tyr-Asr-Asr-Tyr-Motiv des zytoplasmatischen Teils an die Clathrin-
Adapter-Molektile AP-1 und AP-2 gebunden. Durch schnelle Clathrin-vermittelte
Internalisierung von exprimiertem CTLA-4 wird im ruhenden Zustand eine
Akkumulation an der Oberfldche verhindert. Die Bindungsstelle fiir diese Adapter-
Molektile hat gleichzeitig Affinitdt zur PI3Kinase Untereinheit p85. Wird wahrend
der Aktivierungsphase der T-Lymphozyten diese durch p85 blockiert, unterbleibt
die Clathrin-vermittelte Internalisierung und CTLA-4 verbleibt ldnger an der
Oberfldche.3” Ein weiterer Mechanismus zur Verhinderung der schnellen
Internalisierung ist die Bindung an seine Liganden.38.39

Trotz intensiver Forschung sind der Mechanismus und die Funktionen von
CTLA-4 noch unklar. Die zytoplasmatische Doméane weist weder ein typisches
ITIM wie andere inhibitorische Signalgeber noch eine eigene enzymatische
Aktivitat auf.12

Nakaseko et al. generierten mit Hilfe eines viralen Vektors T-Zellen, die nur den
proximalen Teil des CTLA-4 exprimieren konnten. Die wichtigen CTLA-4-
Funktionen wie Inhibition der Proliferation und verminderte IL-2-Produktion,
waren in den transfizierten Zellen intakt. Das spricht fiir eine dominante Rolle der
extrazellularen beziehungsweise der Transmembran-Domaéane.40

Die hohere Bindungsaffinitit zu den gemeinsamen Liganden macht eine
kompetitive Verdrangung des CD28 wahrscheinlich. Dadurch werden sowohl die
Aktivierungsschwelle der T-Zellen angehoben, die IL-2-Produktion herunter
reguliert als auch nutritive Faktoren beeinflusst.4l Besonders bei geringer
Expressionsdichte der Liganden auf den APCs macht sich dieser Mechanismus
bemerkbar.

Martin et al. konnten zeigen, dass CTLA-4 die Akkumulation der Lipid Rafts in der
immunologischen Synapse blockiert. Des Weiteren wurden negative
Regulationsmechanismen an der Raft-assoziierten LAT sowie eine direkte
Beeinflussung der Phosphorylierung des TCR { gezeigt.20.42

Wie diese Komplexitdt an funktionellen Details auf der intrazelluldren Ebene

realisiert wird, ist eine offene Frage. Die Beteiligung der PI3Kinase sowie
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Phosphatasen der Familien SHP und PP2A ist seit lAngerem beschrieben, ebenso
wie inhibitorische Effekte von CTLA-4 auf die Transkriptionsfaktoren ERK, c-Jun,
AP-1 und NFkB.1243 Auch das ICOS-Signal wird durch CTLA-4 antagonisiert.+*

Anders als konventionelle T-Zellen exprimieren regulatorische T-Zellen CTLA-4
konstitutiv auf ihrer Oberflache, was einen erheblichen Einfluss von CTLA-4 auf

die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz indiziert.25

ICOS (CD 278)

Als drittes Mitglied der CD28 Familie wurde ICOS, ein ebenfalls positives
kostimulierendes Molektul entdeckt.

Unmittelbar nach der Aktivierung der T-Zelle wird es auf der Zelloberflache
nachweisbar. Es ist demnach von einer ,Primé&raktivierung“ abhingig und
verstarkt nach seiner Expression die Effektorfunktion der T-Zellen.

Durch die Kostimulation durch ICOS werden die Sekretion von INF-y, TNF-a, IL-4,
IL-5, IL-6, GM-CFS und besonders IL-10 gesteigert. Die Sekretion von IL-2 ist, im
Gegensatz zur Freisetzung in Folge der CD28-Kostimulation, gering.

In der Initialphase der Differenzierung der T-Zellen wird ICOS zwar auf Thl- und
Th2-Zellen gleichermafien exprimiert und die Produktion entsprechender Zytokine
gefordert. Im weiteren Verlauf wird jedoch die Th2-Antwort praferiert.45.46

Des Weiteren wird durch ICOS die T-Zell abhéngige B-Zellantwort geférdert sowie
die Keimzentrumsreaktion (Germinal Center Formation) und der Ig-Klassen-
Switch zu IgG und IgE.47

Sein Ligand, ist das B7RP-1 (CD275, LICOS, B7H-2), ein Molektil der B7-Familie.
Anders als CD80 und CD86 wird der ICOS-Ligand nicht nur auf APCs exprimiert,
sondern auch auf nicht lymphatischen Zellen verschiedener Organe, wie z.B.

Epithelien.48

PD-1 (CD 279)

Ein weiteres inhibitorisches Signal liefert PD1. Es wird auf aktivierten B- und T-
Zellen exprimiert. Die Inhibition der T-Zell-Proliferation erfolgt wahrscheinlich
unter suboptimaler CD3-Stimulation, wohingegen bei hoher Antigenkonzentration
keine Inhibition durch PD-1 stattzufinden scheint. Damit dient PD-1
wahrscheinlich der peripheren Toleranz und reguliert die organspezifische T-Zell-
Homoostase. Die zytoplasmatische Domé&ne weist wie andere inhibitorische

Rezeptoren das ITIM-Motiv auf.
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PD-1 bindet ausschliefflich an seine Liganden PD-L1 (CD274) oder PD-L2
(CD273). Diese werden sowohl in lymphatischen als auch in nicht lymphatischen
Organen produziert und nach Interferongabe exprimiert.3¢ Immunhistologische
Studien zeigten eine hohe Expression von PD-L1 auf verschiedenen
Tumorgeweben.48

Andere Studien fanden aber auch Hinweise auf eine aktivierende Potenz bei
Bindung an PD-L1 oder PD-L2. Hierfir wird ein bisher unbekannter Rezeptor

verantwortlich gemacht.36

BTLA (CD 272)

Kurzlich identifizierten Watanabe et al. ein weiteres inhibitorisches Molekul —
BTLA. Strukturell und funktionell bestehen offenbar Gemeinsamkeiten zu CTLA-4
und PD-1. Anders als die bereits Beschriebenen befindet sich sein Gen allerdings
auf Chromosom 3. Es besitzt zudem den langsten zytoplasmatischen Teil der
Molektile der CD28-Familie.

BTLA dient ebenfalls der Regulation der Funktion kurzlich aktivierter T-Zellen.
Hauptséachlich wird BTLA auf Th1-Zellen exprimiert. In vitro-Experimente konnten
zeigen, dass unter IL-4 Einfluss BTLA auf Th2-Zellen herunterreguliert wird.49

Auf B-Zellen wird BTLA ebenfalls exprimiert und spielt eine Rolle bei der negativen
Regulation des B-Zell-Rezeptors.

Sein Ligand - B7-H4 - entstammt ebenfalls der B7-Familie. Wie LICOS und PD-
L1/PD-L2 findet man diesen auch auf nicht lymphatischen Geweben.

Dem BTLA wird eine Rolle in der Regulation in der peripheren Toleranz und fir
das ,Feintuning“ der Immunantwort zugeschrieben. Moéglicherweise besteht eine

Uberlappende Funktion mit PD-1.50
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1.2. Immunologische Veranderungen nach

chirurgischem Trauma

Im folgenden Abschnitt werden die komplexen Einflisse vor, wihrend und nach
einem chirurgischen Eingriff dargestellt. Daraus resultieren Gefahren einer
systemischen Inflammation (SIRS) oder einer erhdhten Empfindlichkeit gegen
Infektionen. Daher ist bei jedem Operations- und Anéasthesieverfahren eine
Einschéitzung der ,immunologischen Schwere“ und des individuellen Risikos

notwendig, um die klinische Uberwachung und Folgetherapie zu kalkulieren.

1.2.1. Allgemeines

Chirurgische Eingriffe und schwere Verletzungen ziehen immunologische
Veranderungen nach sich, die das Infektionsrisiko zusatzlich steigern. Absehbare
und unausweichliche Stérungen der Immunitdt in der Chirurgie sind bereits
durch die Beeintrachtigung der mechanischen (Inzision) und chemischen
(Desinfektion) Schutzbarriere gegeben.

Das Trauma verursacht eine lokale, spater auch systemische Aktivierung
zahlreicher immunologisch relevanter Faktoren. Diese beinhalten das
Gerinnungssystem, gewebestdndige Makrophagen und Mastzellen, das
Komplement sowie eine zundchst lokale Zytokinausschuittung. Des Weiteren
erfolgt eine nervale Stimulation von Hypothalamus und Hypophyse und des
Sympathikus. Durch freigesetzte Anaphylatoxine des Komplementsystems (C5a
usw.) und Mediatoren aktivierter Mastzellen werden weitere Makrophagen und
Granulozyten angelockt. Alle genannten Faktoren beeinflussen sich gegenseitig.
Im Falle des in dieser Studie verwendeten prothetischen Ersatzes des
Huftgelenkes kommen noch weitere Faktoren, die die Immunantwort beeinflussen,
hinzu. Immunologisch relevant ist die Prothese als ein Fremdkorper, der
eingebracht wird. Ein zweiter Faktor ist die Benutzung von Knochenzement.
Verschiedene Kklinische Komplikationen basierend auf der Benutzung des

Zementes sind seit den friihen siebziger Jahren beschrieben.51.52
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1.2.2. Neurohumorale Stressantwort

Bereits praoperativ beeinflussen Angst in Assoziation mit der Anésthesie und der
Operation sowie damit verbundene soziale Faktoren wie gesteigerter Nikotin-
Alkohol- und Drogenkonsum sowie verdndertes Erndhrungs- und Schlafverhalten
die Immunantwort und im Nachhinein auch die Wundheilung.53.54 Perioperativ
spielen vor allem die Hypovolamie, Hypoxie, Azidose und die systemisch
wirksamen Mediatoren aus dem Wundgebiet als Trigger der neurohumoralen
Antwort eine bedeutende Rolle. Vor allem postoperativ ist Schmerz ein starker
Stressor. Dies macht eine intensive Schmerztherapie noétig, ohne die es im
weiteren postoperativen Verlauf 2zu einer erheblichen Prolongation der
Immunsuppression kommen wtirde.55

Bei Stress erfolgt die Aktivierung des neuroendokrinen Systems Uber afferente
Nervenbahnen aus dem Wundgebiet oder auch tber frithe proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a und IL-1. Im Hypothalamus wird vermehrt CRH freigesetzt mit
folgender vermehrter ACTH-Ausschtiittung in der Hypophyse. Daraus folgt die
gesteigerte Produktion verschiedener anaboler (STH, Prolactin, Androgene) und
kataboler (Endorphine, Glukokortikoide, Katecholamine) Hormone. Fur
Noradrenalin, Adrenalin, Kortisol sind Beeintrachtigungen des unspezifischen und
des spezifischen Immunsystems in der Literatur beschrieben. AufSerdem hemmen
Glukokortikoide den férdernden Einfluss der Androgene auf die Th1-Antwort.>%
Prolaktin hingegen gilt unter Stress als Induktor der T-Zellproliferation und
steigert die Zytokinsynthese von Monozyten. H&aufig wird aber gerade bei

intensivpflichtigen Patienten eine Suppression des Prolaktinspiegels beobachtet.3

1.2.3. Operationsassoziierte Reaktionen des Immunsystems

In Folge des pathologischen Stresses durch einen chirurgischen Eingriff, unter
anderem Uber intrazellulare reaktive O»-Spezies nach Ischamie, erfolgt eine
Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a; IL-1; IL-6; IL-8). TNF-a wird
dabei in sehr hohen Mengen ausgeschtuittet. Andererseits werden aber auch anti-
inflammatorische Mediatoren wie IL-10 durch mononukleére Zellen freigesetzt.3,57
Eine Homodostase zwischen pro- und anti-inflammatorischen Reaktionen ist zur
Wundheilung wesentlich.

Durch Phagozytose von Fremdpartikeln (eingeschleppte Bakterien, bakterielle

Produkte, nekrotisches Gewebes) aus dem Operationsgebiet werden diese
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Antigene via MHC II auf der Oberfache exprimiert, und es kommt zur Einleitung
der zellularen Immunantwort.

Ono et al. beschrieben eine Suppression der zelluldren Immunantwort durch die
Ausschuttung kataboler Hormone in Folge des chirurgischen Traumas.58 Diese
Suppression zeigt sich anhand einer Abnahme der T-Helferzellen und NK-Zellen
sowie einer Reduktion der Zytokinausschtittung beider T-Helferzelllinien
besonders in der frihen postoperativen Phase.59.60 Auflerdem wird eine
Verschiebung in der Th1/Th2-Balance zu Gunsten der Th2-Antwort induziert.56
Fur die Suppression der zellvermittelten Immunitat werden verschiedene weitere
Mechanismen diskutiert: 1. Aus einer verminderten HLA-DR-Expression der APCs
resultiert méglicherweise eine Anergie der T-Helferzellen. 2. Eine wiederholte
Antigenstimulation von T-Zellen kann zur Expression der Oberflachenmolektile
Fas/Fas-Ligand fihren und somit das Apoptoseprogramm der T-Zelle starten. 3.
Durch fehlende oder inadaquate Zytokinfreisetzung nach Stimulation von
Makrophagen sowie ein Uberwiegen anti-inflammatorischer Zytokine von T-Zellen
kann wiederum eine Anergie resultieren.

In mehreren Studien wurde zudem eine Reduktion des HLA-DR auf Monozyten in
der frihen postoperativen Phase gezeigt. Ob dadurch die antigenprisentierende
Kapazitat tatsachlich beeinflusst wird, wird kontrovers diskutiert.60-62 Im Falle
einer Infektion konnten Cheadle et al. zeigen, dass die Reduktion des HLA-DR auf

Monozyten mit einem schwereren Verlauf der Erkrankung korreliert.63

1.2.4. Beeinflussung des Immunsystems durch die
Bluttransfusion

Transfusion allogenen Blutes kann mit einer klinisch fassbaren
Immunsuppression, hauptsachlich auf NK-Zellen und bei der T-Zell-Entwicklung
einhergehen. Bereits die Transfusion einer Blutkonserve fihrt beim Empfanger zu
weitreichenden Verdnderungen der Immunkompetenz. Das Ausmafs der
Immunsuppression korreliert dabei mit der Anzahl der zugefiihrten Konserven.
Nach der Substitution von leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten
konnte eine Abschwichung des suppressiven Effektes jedoch keine Aufhebung

gezeigt werden.3
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1.2.5. Beeinflussung des Immunsystems durch die Anasthesie

Eine Aktivierung der hypothalamisch-hypophysar-adrenalen Achse wurde
besonders in der Aufwachphase nach einer Allgemeinandsthesie beobachtet,
wobei die Aktivierung je nach angewandtem Anéasthesieverfahren betrdchtlich
variierte. Im Gegensatz zur Allgemeinanédsthesie wurden fiar die Spinal- und
Peridualanasthesie eine signifikante Hemmung der hormonellen und
metabolischen Stressantwort und somit ein glnstiger Einfluss auf das
Abwehrverhalten gemessen.

Anasthetika wirken auch direkt auf das Immunsystem. Die initiale Abwehr nach
Invasion pathogener Noxen wird durch verdnderte Chemotaxis, Adhé&sion und
Phagozytose erschwert. Eine gerichtete Chemotaxis erfordert Membranleistungen
und Funktionen der zellularen Mikrofilamente, die durch verschiedene
Anasthetika reversibel gehemmt werden. So konnten mehrere Arzneimittelstudien
eine verminderte Sauerstoffradikalbildung in den Phagolysosomen der
Granulozyten in Folge der Anwendung von Propofol und Thiopental zeigen. Jedoch
sind spezifische Wirkungen einzelner Ané&sthetika auf die Immunantwort wegen
der tiblicherweise eingesetzten Kombinationen mehrerer Wirkstoffe nur schwer zu

bestimmen.3

1.2.6. Weitere Faktoren

Offentliche Einrichtungen wie Kliniken besitzen ein besonderes Keimspektrum.
Die Gefahr einer Infektion und ihrer Verbreitung in o6ffentlichen Einrichtungen
wird weiter durch den grofien Durchlauf an Personal, Patienten und Besuchern
erhoht. Aber auch bauliche Gegegebenheiten von Krankenhéusern einschliefSlich
der Ausstattung der Operationssdle bergen Risiken flUr verschiedene
Infektionen.51,52

Besonders nosokomiale Infektionen mit multiresistenten Problemkeimen wie
MRSA oder ESBL-Keimen wahrend oder in Folge einer Hospitalisation gelten als
sehr schwerwiegend und erfordern ein besonderes Behandlungsmanagment. Um
diesen Risiken zu begegnen, sind umfassende hygienische Richtlinien erlassen
worden, die auch stetig aktualisiert und an die Resistenzentwicklung der Keime

sowie die Entwicklungen in der Forschung angepasst werden.64
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1.3. SIRS und Sepsis

1.3.1. Definitionen und Diagnostik

Die Sepsis stellt ein schweres Krankheitsbild dar. In der Vergangenheit kursierten
unterschiedliche Auffassungen und Begriffsbestimmungen, die die Diagnostik und
auch den wissenschaftlichen Austausch erschwerten. 1992 verfassten US-
Experten des American College of Chest Physicans und die Society of Critical Care
Medicine eine Konsenserklarung, in der die Definitionen verschiedener Stadien
des SIRS und der Sepsis festgelegt wurden. Weiterhin erfolgte die Festlegung
diagnostischer Kriterien. Im Jahr 2001 wurden in einer Folgekonferenz sowohl die
Definitionen als auch die Kriterien der Diagnostik erweitert und préazisiert (vgl.

Tabelle 1.1. und Tabelle 1.3.).65.66

Tabelle 1.1.: Definitionen der SIRS und Sepsis sowie Folgeerscheinungen

SIRS systemische Aktivierung des angeborenen Immmunsystems - inflammatorische
Antwort auf unterschiedliche klinische Ereignisse:
lokale oder generalisierte Infektionen
mechanische Traumata, Verbrennungen
sterile inflammatorische Prozesse (Pankreatitis)
hamorrhagischer Schock und andere.

Sepsis SIRS + Infektion

Bakteriamie Anwesenheit verschiedener Bakterien im Blut (bei anderen Mikroorganismen erfolgt
die Bezeichnung entsprechend)

Schwere Sepsis Sepsis + Organversagen

Septischer Schock  Sepsis + arterielle Hypotonie trotz adaquater Volumensubstitution

MODS Veranderte Organfunktionen in erkrankten Patienten

Die 1991 erhobenen Definitionen erlaubten leider kein prézises Staging oder eine
Prognoseerhebung im Krankheitsverlauf. Levy et al. entwickelten daher in
Anlehnung an die seit 1946 bestehende TNM-Klassifikation flir Tumore das PIRO-
System (Tabelle 1.2.), welches derzeit noch Gegenstand der wissenschaftlichen

Diskussion und klinischen Erprobung ist.66

Tabelle 1.2.: PIRO.System

Pradisponierende Faktoren z.B. genetische Faktoren
Infektion Art des Keimes, Ort , Ausmafd
Response (Antwort) Angriffspunkt der Therapie
Organ dysfunction Analog zum TNM /Metastasen
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Tabelle 1.3.: Diagnostische Kriterien der SIRS und Sepsis

Generelle Kriterien

Inflammatorische

Kriterien

Hamodynamische

Kriterien

Organdysfunktion

Gewebeperfusion

Koérpertemperatur >38°C oder <36°C

Herzfrequenz >90/min oder das Doppelte der Normalfrequenz des Alters
Tachypnoe >20/min oder Hyperventilation mit pCO2 <32mmHg
Veranderungen der Vigilanz

Odeme oder positive Flissigkeitsbilanz (>20ml/kg/24h)

Hyperglykéamie (>7,7mmol/l) ohne Nachweis eines Diabetes mellitus

Lymphozyten >12000/ul oder <4000/ ul
>10% unreife Neutrophile
CRP im Plasma > doppelte der Norm

Procalcitonin im Plasma > doppelte der Norm

Arterielle Hypotonie mit

Systole <90mmHg oder

Verminderung der Systole um 40mmHg oder
MAP <70mmHg

SvO2 <70%

Herz-Index >3,57 /min*M-23

Arterielle Hypoxédmie (PaO2/FiO2 >300)
Oligurie

Kreatinin > 0,5mg/dl

INR >1,5 oder aPTT >60

Ileus

Thrombozytopenie (>100.000/ul)
Hyperbilirubindmie (>70mmol/1)

Hyperlactatamie >1mmol/1

verminderter kapildre Fullung

1.3.2. Epidemiologie

Epidemiologische Zahlen zum SIRS und zur Sepsis sind alarmierend. Die

Pravalenz des SIRS ist sehr hoch. Etwa ein Drittel aller hospitalisierten Patienten

und mehr als 50% aller ITS-Patienten entwickeln einen SIRS. In chirurgischen

Intensiveinheiten tritt es sogar in mehr als 80% der Falle auf. Ein Drittel der SIRS

Patienten haben oder entwickeln eine Sepsis. Wahrend auf Normalstationen der

Kliniken 25% der Sepsiserkrankten eine schwere Sepsis entwickeln, sind es in

intensivmedizinischen Stationen mehr als 50% der Falle. Die Sterblichkeit der

Sepsis ist trotz intensiver Therapien unverdndert hoch. Mehr als 50% der

Erkrankten versterben im Verlauf der Krankheit, davon 75% innerhalb des ersten

Monats. Zum Vergleich der Mortalitat der unterschiedlichen Krankheitsstufen zog
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man die 28-Tagesmortalitatsrate heran. Ftr das SIRS wurde sie mit 10%, fur die
Sepsis 20%, die schwere Sepsis 20%-40% und den septischen Schock 40%-60%
ermittelt. In Langzeituntersuchungen ist eine Reduktion der Lebenserwartung bei
Uberlebenden innerhalb der niachsten 5 Jahre um 50% beobachtet worden.67
Zwischen 1979 und 2000 stieg die Inzidenz der Sepsis in den USA jahrlich um
8,7%. Damit ist die Sepsis die haufigste Todesursache auf nichtkardiologischen
intensivmedizinischen Stationen.®8

In einer grofSen epidemiologischen Studie in den USA stellten Angus et al. die
Situation des Jahres 1995 dar. Bei etwa 751.000 Sepsiserkrankten traten
215.000 Sterbefalle auf. Das sind 9,3% aller Sterbefdlle in den USA. Die
durchschnittliche Behandlungskosten lagen fir Erwachsene bei 21.000 bis
25.000US$, fur Neugeborene bei 54.000US$ und fur Jugendliche bei 28.000US$.
Eine Gesamtkostenanalyse ergab jdhrliche Ausgaben des Gesundheitssystems der
USA von 16,7 Mrd. US$.62

Obwohl in Deutschland bislang keine derartige Studie veréffentlicht wurde,
schatzt man hier die jahrliche Erkrankungsrate auf 44.000-95.000. In einer
kleineren Studie werteten Schmid et al. Daten der Universitatskliniken Goéttingen,
Halle und Jena zur Erfassung der direkten und indirekten Krankheitskosten aus.
So kostete im Mittel die Behandlung einer schweren Sepsis 23.297€. Aufgerechnet
auf die Gesamtzahl der Sepsiserkrankungen pro Jahr ergibt sich eine Belastung
des Gesundheitssystems von 1,025 bis 2,214 Mrd. €. Bezieht man die indirekten
Kosten durch Arbeitsunfdhigkeit, Frihberentung oder vorzeitigen Tod mit ein,
wird die Gesellschaft durch Sepsis jahrlich mit 3,647 bis 7,874 Mrd. € belastet.?0
Beide Studien belegten zudem, dass die Kosten flir Patienten, die eine schwere

Sepsis nicht tiberlebten, deutlich héher lagen als fir Giberlebende Patienten.

1.3.3. Pathogenese

In der Pathogenese des SIRS sind sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Reaktionen beteiligt Es ist anzunehmen, dass dabei die Homdostase zwischen pro-
und anti-inflammatorischer Immunantwort aufgehoben wird.

Obwohl die inflammatorische Seite des Immunsystems mit ihren zahlreichen
Mediatoren wie IL-1 und TNF-a gut wuntersucht ist, wurde die anti-
inflammatorische Seite des Immunsystems lange Zeit ignoriert. Nach erfolglosen
immunmodulatorischen Behandlungsversuchen (vgl. 1.3.4.) erfolgte ein

Umdenken. Bone bezeichnete die Gesamtheit der anti-inflammatorischen
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Mechanismen, die auch zur Aufrechterhaltung der Homd&ostase dienen als CARS.
Ist die Homoostase aufgehoben, erhéht sich das Sterberisiko erheblich.”! Die
Erkrankung beruht demnach auf einer exzessiven Aktivitdt entweder pro- oder
anti-inflammatorischer Reaktionen. SIRS, CARS wund Sepsis sind folglich

Ausdruck einer Dysregulation des Immunsystems (Abb. 1.1.).72

-

~ Local
pro-inflammatory
response

Local
anti-inflammatory >
response

Initial insult

(bacterial,
viral, traumatic,
¥ thema) —
Systemic spillover of / Systemic spillover of
pro-inflammatory mediators \‘anti-inflarnn-latc\ryr mediators

Systemic
reaction:

SIRS (pro-inflammatory)
CARS (anti-inflammatory)

c H A o || s

Cardicvascular Homeo- Apoptosis Organ | Suppression
compromise stasis (cell death) dysfunction of the
(shock) immune
system
SIRS CARS and SIRS SIRS CARS
predominates SIRS predominates| |predominates predominates
balanced

Abb. 1.1.: Schema der der Homdostase des Immunsystems, mogliche Verdnderungen und deren Folgen (aus

Bone, R. Sir Isaac Newton, sepsis, SIRS, and CARS. Crit Care Med 24, 1125-8 (1996))

Bereits 1972 schrieb Lewis Thomas im English Journal of Medicine: ,...it is our
[immune| response that makes the disease”.”® Hans-Dieter Volk préazisierte diese

[4

Aussage weiter: “...the greater the inflammation and injury, the greater the
counter-regulation.””4

In der Sepsisentstehung sind es hdufig Wandbestandteile der Bakterien aber auch
Bestandteile von Pilzen, Parasiten und Viren, die eine immunologische Reaktion
induzieren. LPS der Gram-negativen Bakterien sowie Peptidoglykan und
Lipoteichons&dure der Gram-positiven Bakterien werden von Rezeptoren, vor allem
CD14 und Toll-like-Rezeptoren erkannt und 1l6sen eine immunologische Antwort

des Wirtes aus. Zudem koénnen Exotoxine Gram-positiver Bakterien als

Superantigene wirken und T-Zellen antigenunabhé&ngig aktivieren (Abb 1.1.).
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Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria
c o == o
5} Sayar A
=) AR00
S. aureus,
{ / wmccus pyogenes
LPS peptidoglycan/LTA superantigens
LBP .: TLR4  TLR2/TLR6 B TcR
CD14 | S CD14 &
L=t ] -
NF&B
TNF-ct, IL-1, IL-6 IFN-Y, TNF-P, IL-2
monocyte/macrophage T lymphocyte

Abb. 1.1.: Pathogenese bei der Entstehung der Sepsis (aus Holtfreter, S. & Broker, B. M. Staphylococcal
superantigens: do they play a role in sepsis?; Arch Immunol Ther Exp (Warsz); 53, 13-27 (2005))

Aktivierte Zellen produzieren daraufhin eine Vielzahl von Mediatoren, vor allem

Zytokine (Tabelle 1.4.).75.76

Tabelle 1.4.: Zytokinprodunktion aktivierter Zellen

Aktivierung proinflammatorische Mediatoren anti-inflammatorischen Mediatoren
Neutrophile TNFa; IL-1; IL-2; IL-6; IL-8 IL-4; IL-10
Monozyten/Makrophagen INFy sTNFa; ILIRA

Lymphozyten NO; PAF TGFp

Thrombozyten Gewefefaktor; Prostaglandine; BPI; Defensine

Endothelzellen Leukotriene; Serotonin; Selectine sIL-2r

Komplementsystem Cb5a: C3a

Gerinnungssystem Faktor XII

Neben den genannten Mediatoren spielen auch zellulare Interaktionen eine Rolle.
Hensler et al. und weitere Arbeitsgruppen beschrieben bereits eine
posttraumatische T-Zellsuppression.®®© In Funktionsstudien an T-Lymphozyten
wurde eine stark erhohte Expression von CTLA-4 als regulatorisches Molektl auf
den T-Zellen bei postoperativer Sepsis und beim SIRS beobachtet.62.77 Die Daten
der genannten Studien geben keinen Aufschluss dartiber, ob die T-Zellen primér
durch das Operationstrauma oder durch die bakterielle Infektion aktiviert

wurden.
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1.3.4. Behandlungskonzepte

Die Sepsis ist ein heterogenes Krankheitsbild und wird deshalb oft erst spat
erkannt und behandelt. Eine schnelle addquate antimikrobielle Behandlung und
rasche Sanierung eines infektiésen Herdes sind unerlasslich.?5

Zusatzliche Therapien zur Modulation des Immunsystems sind trotz umfassender
Forschung zur optimalen Friherkennung und Behandlung eines SIRS/Sepsis bis
heute wunzureichend. Bereits in den Sechziger Jahren des vergangenen
Jahrhunderts versuchte man mit einer hochdosierten Glukokortikoidtherapie das
Immunsystem zu blockieren. Diese Therapie erwies sich aber zur Senkung der
Sterblichkeitsrate als unzureichend. Heute wird niedrig dosiert Hydrokortison
eingesetzt. Diese Therapie wirkt zum einen anti-inflammatorisch, zum anderen
steigert sie die Katecholaminsensitivitit der Gefafendothelzellen. Auflerdem
inhibiert sie die NO-Produktion. Somit wirkt die Hydrokortisontherapie der
Ausbildung einer Hypotonie im septischen Schock entgegen.
Immunmodulatorische Therapien mit Anti-TNF-a, l6slichen TNF-Rezeptoren,
Endotoxinantikorper, IL-1-Rezeptorantagonisten, NO-Synthetase-Hemmern,
Antioxidanzien und zahlreiche andere konnten ebenfalls keine Erfolge in der
Senkung der Letalitat erreichen.

Vielversprechendste Therapie ist derzeit die Substitution von aktiviertem
Protein C, da sie zum einen die antithrombotischen Eigenschaften einer
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) unterbinden kénnen, zum anderen
aber auch potentielle immunmodulatorische wund anti-inflammatorische
Eigenschaften besitzen.

AufSerdem zeigte sich bei haufigem Auftreten einer Hyperglykdmie eine
intensivierte Insulintherapie als wirkungsvoll.

Im septischen Schock wird zur Behandlung der Hypotonie initial ein hoher
Flussigkeitsersatz nétig, bei fehlendem Ansprechen kommen Dobutamin und
Noradrenalin zum Einsatz. Zur Behandlung der Azidose ist Bikarbonat, in der
Regel ab einem pH von <7,2 das Mittel der Wahl. Bei Nierenversagen kann

vorubergehend eine Dialysebehandlung nétig werden.78
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1.4. Ziele der Arbeit

Die Arbeit dient der Aufklarung der Kinetik von Phénotyp und Funktion der T-
Lymphozyten nach Operationen ohne infektiése Komplikationen. Dazu werden der
Einfluss auf die T-Zellaktivierung anhand des Aktivierungsmarkers CTLA-4
untersucht.

Wir vermuten, dass durch ein Operationstrauma T-Zellen vermehrt CTLA-4
exprimieren. In der Folge wird die T-Zellfunktion supprimiert. Zunéchst soll der
Verlauf der CTLA-4 Expression auf T-Lymphozyten nach Huftoperation gemessen
werden. AnschliefSend wird die Proliferationsfahigkeit der T-Lymphozyten in vitro

untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Laborgerate

Abzug
Analysenwaagen

Autoklav

BD FACScan; FACSCalibur
Burker-Zahlkammer
COz-Inkubator Binder
Digitalkamera RT Color Spot

Kottermann,

BP 121B, Sartorius AG, Gottingen

2540 EL, Huttnauer systec,
Wettenberg

BD Biosciences, Heidelberg
OptikLabor, Friedrichsdorf
Labortechnik, Tuttlingen
Visitron Systems GmbH,

Diagnostic Instruments Inc.
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Digitalwaage
Filmkassetten
Heizblock BT100
Laborschtttler KL-2
Magnetrihrer MR 3001
Micro Cell Harvester

Mikroskope

pH-Meter

Phosphorimager

Pipetten

Pipette 8-Kanal, Transferpipette
Pipettierhilfe

Sterilwerkbank

Tritium Storage Phosphor Screen
Vortex

Wachsstift

Zentrifugen

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Deckglaser

EDTA Réhrchen (7ml)
FACS-Rohrchen
Falkonrohrchen 15ml, S0ml
Kryorohrchen, 1,5ml
Objekttrager Superfrost

Pipettenspitzen

Sartorius AG, Goéttingen

(18x24 cm) Dr. Goos suprema
Kleinfeld Labortechnik

Merck, Darmstadt

Heidolph, Schwabach

Scatron Instruments, Lier
Fluoreszenzmikroskop, Olympus,
Japan

Lichtmikroskop, Carl Zeiss, Jena
Inverses Mikroskop, Hund, Wetzlar
inoLab, WTW, Weilheim

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
Eppendorf, Hamburg

Brand,

Hirschmann Laborgerate

Heraeus Instruments, Hanau
Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
Heidolph, Schwabach

DAKO, Glostrup, Ddnemark

Biofuge fresco/pico Heraeus
Instruments, Hanau

Megafuge 1.0/1.0R Heraeus
Instruments, Hanau

Zytozentrifuge, Cytospin 3, Shandon
GmbH, Frankfurt

Superior, Marienfeld

BD Biosciences, Heidelberg
Becton Dickinson, USA
Sarstedt, Nurnberg

Nunc, Roskilde, Danemark
Menzel Glaser, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen
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Printed Filtermat A (Harvester)
Reaktionsgeféafse: 0,5ml; 1,5ml; 2,0ml
Roéhrchen: Sml

Sterilfilter: 0,22um;

Sterilpipetten: 10ml; 25ml

TruCount Tubes

Tupfer

Vaccutainer Blutentnahmesystem

Zentrifugenréhrchen

(Spitzboden, 15ml, S0ml)
Zellkulturplatten:

96-well, Rund- und Flachboden
Zubehor fur Zytozentrifuge

Zuschnitte /Filter

2.1.3. Allgemeine Chemikalien

Aceton
Glycerin
EDTA
Ethanol
NaCl
NalN3
NaOH
PBS

Wallac, Finland

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Schleicher & Schuell, Dassel
Sarstedt, Ntirnberg

BD Biosciences, Heidelberg
Universitatsklinik, Greifswald
BD Vaccutainer Systems,

Plymouth, UK

BD Biosciences, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Schleicher & Schuell, Dassel

Hedinger, Stuttgart

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

J.T.Baker, Deventer, Holland
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

PAA  Laboratories, Pasching,

Osterreich
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2.1.4. Zellkulturarbeiten

2.1.4.1. Reagenzien
DMSO (Dimethylsulfoxid)
D-Glucose

Fetales Kéalberserum (FCS)
Ficoll (Dichte 1,077)
L-Glutamin

Humanserum, gepoolt

PBS DULBECCO 9,55g/1
Penicillin-Streptomycin

Phytohdmagglutinin (PHA)

RPMI 1640

SEB gereinigt
Tetanustoxoid (TT)

[methyl-3H]-Thymidin

Tuberkulin GT 1000 Behring (PPD)
Trypsin/EDTA, 10x
Trypanblau-Lésung

UCHT; anti-human CD3 Antikoérper,

(aus Hybridomuberstand gereinigt)

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

GIBCO BRL, Eggenstein
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Institut fir Immunologie und
Transfusionsmedizin,

Universitat Greifswald

Biochrom AG, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein

Murex Biotech limited, Dartford
Kent, UK

Sigma, Deisenhofen

PAA Laboratories, Pasching, A
Sigma, Deisenhofen

bereitgestellt von

Dr. med. A. Dressel,

Klinik und Poliklinik fir
Neurologie, Greifswald
Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, GB

Chiron Behring, Marburg
Biochrom AG, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Institut fir Immunologie, Fr.

Friebe

Humanserum: Das Serum wurde vor Gebrauch 30 Minuten bei 56°C inaktiviert.

Far die Kultivierung der PBMCs wurden vier Seren gepoolt.
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2.1.4.2.
Bni3 (Hybridomzellen)

Zellen

PBMC aus Blut,

UCHT; (Hybridomzellen)

2.1.5. Fluoreszenzfarbungen

2.1.5.1. Reagenzien

Cohn II (gamma-Globuline)

DABCO (Diazabicyclo [2,2,2,]Octan)
FACS-Flow, FACS Tragerfltssigkeit, acidfrei
FACS™ Lysing Solution

Fotales Kéalberserum (FCS)
Phosphor-buffered Saline; pH 7,2
Paraformaldehyd

Wasserstoffperoxid

Institut fir Immunologie und
Transfusionsmedizin,
Universitédt Greifswald

Klinik und Poliklinik

fr Orthopadie und
orthopadische Chirurgie,
Universitédt Greifswald
Institut fir Immunologie und
Transfusionsmedizin,

Universitat Greifswald

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
GIBCO BRL, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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2.1.5.2. Antikorper

Primarantikorper

Sofern nicht anders vermerkt, richten sich alle Antikérper gegen Epitope der

humanen Spezies.

Bezeichnung Epitope Hersteller
CD45/CD4; Simultest™ IMK Plus CD45
BD Biosciences, Heidelberg
LeucoGATE™ A CDh4
CD3
CD3/CD4/CD8, TriTest™
CDS8 BD Biosciences, Heidelberg
CD4FITC, CD8PE, CD3PerCP
CDh4
CD3/HLA-DR, Simultest™IMK CD3
BD Biosciences, Heidelberg
Plus CD3/HLA-DR E HLA-DR
IL-2 Rezeptor; CD25FITC,
CD25 Dako, Glostrup, Danemark
Clone: ACT-1
CD4 Leu™ -3a PerCP (CD4PerCP) CDh4 BD Biosciences, Heidelberg
Mouse IgGoa FITC Isotyp BD Biosciences, Heidelberg
HLA-DR FITC HLA-DR BD Biosciences, Heidelberg
Monoklonaler Antikérper Maus-
CDh14 CALTAG Laboratories,
anti human CD14 FITC
TriTest™ Control y;FITC + y;PE*+ +
IgG1 BD Biosciences, Heidelberg
CD45PerCP*
CTLA-4, bni3.1, Maus IgGaa, «; CTLA-4 o )
BD, Biosciences, Heidelberg
biotinyliert (CD152)
. Institut fir Immunologie,
CD3, UCHT;-Uberstand, IgG CD3

Frau Friebe
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Sekundéarreagenzien

Bezeichnung

reagiert mit Hersteller

Ziege-anti-Maus IgG; FITC

konjugiert

Southern Biotechnology,
Maus IgG1
Birmingham, USA

Rhodamin TRITC konjugiertes
Streptavidin

Biotin Dianova, Hamburg

2.1.5.3. Kits

TSA™ Biotinsystem
Streptavidin-Peroxidase
Biotinyltyramid

Amplification Diluent

2.1.5.4.

Cohn-II-Stammlésung:

Einbettungspuffer:

Puffer und Ldésungen
10mg/ml in PBS

Perkin Elmer, Boston, USA

30ml Glycinpuffer

70ml Glycerin
2,5g DABCO (Diazabicyclo [2,2,2,]Octan)

> pH8,6

Einfriermedium:

3,5ml Zellkulturmedium

1ml Humanserum (ca. 27% insgesamt)

10% DMSO

FACS-Puffer:

1x PBS
1% FCS

0,01% Natriumazid

FACS-Lyse-Puffer:

FACS™Lysing Solution

1:10 in Aqua dest.

31




Material und Methoden

Glycinpuffer: 1,4g Glycin
1,7g NaCL
70mINaOH (10M)
0,1g NaNOs3
ad 100ml Aqua bidest

Trypanblau-Lésung: 5S0ml Trypanblau-Losung
S0ml PBS
Zellkulturmedium: 500ml RPMI 1640

50ml Humanserum (gepoolt)
10ml L-Glutamin

10ml Penicillin-Streptomycin

2.1.6. Software

PC-Lysis BD Biosciences, Heidelberg
CellQuest™ Analysis BD Biosciences, Heidelberg
Spot 3.5 for Windows Diagnostic Instruments Inc.
MetaMorph 4.6a6 Universal Imaging Corp.
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc.;

San Diego; USA

2.2. Methoden

2.2.1. Studiengestaltung

2.2.1.1. Allgemeines

Die Studie war als Pilotstudie angelegt, in die insgesamt 13 Patienten mit
geplantem Einsatz einer Huft-Totalendoprothese eingeschlossen wurden. Diese
Patienten wurden in Kooperation mit der Klinik und Poliklinik fir Orthopadie und
orthopadische Chirurgie des Universitatsklinikums Greifswald ausgewéhlt. Thnen
wurde unmittelbar vor dem Eingriff und nachfolgend an bestimmten Tagen

venodses Blut zur Untersuchung entnommen (vgl. 2.2.3.1.).
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Die erhaltenen Daten aller Patienten, die diese Studie beendet haben, d.h. nach
der Blutentnahme am achten Tag, wurden ausgewertet. Als nicht auswertbar
galten Patienten, bei denen vor Beendigung der Studie eines oder mehrere
folgender Ereignisse auftraten:

e vom Patienten gewlnschter Austritt aus der Studie

e Auftreten eines oder mehrerer der unten genannten Ausschlusskriterien

e Tod
Ereignisse, die zum Ausschluss aus dem Projekt fihrten, wurden mit Datum,
Intensitdt und Ausgang flir den Patienten in der Krankenakte und im
Datenerfassungsbogen dokumentiert. Patienten, die diese Studie nicht beendeten,

wurden nicht ersetzt.

2.2.2. Patienten

Am Tag vor dem geplanten Einsatz wurden die Patienten auf der Station der
orthopadischen Klinik in Greifswald aufgenommen. Es erfolgte dort eine
umfassende Anamnese und koérperliche Untersuchung durch den behandelnden
Orthopadden zur Feststellung der Operationsfihigkeit sowie durch den
Anésthesisten zur Feststellung der Narkosefahigkeit. Im Anschluss daran wurden
die Patienten fir das Studienprojekt unter Berticksichtigung der in Tabelle 2.1.

aufgefiihrten Ein- und Ausschlusskriterien rekrutiert und aufgeklart.

Tabelle 2.1.: Ein- und Ausschlusskriterien fir die Studie

Einschlusskriterien: Ausschlusskriterien:

e geplanter Einsatz einer Huftendoprothese e Drogen-, Alkoholkrankheit

e umfassende Anamnese und Untersuchung e Nierenversagen oder —insuffizienz mit einem

e Aufklarung und unterzeichntete Serum-Kreatinin >200umol (2,2mg/dl)
Einverstédndniserklarung ¢ Teilnahme an anderen klinischen Studien bis zu

e Alter: >18 Jahre und <70 Jahre vier Wochen vor Beginn der Studie

e maligne Grunderkrankung

e Autoimmunerkrankung, besonders rheumatoide
Arthritis

e therapeutische Immunsuppression

e generalisierte bakterielle Infektion

e Endoprothesenwechsel
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Der Aufklarungsbogen und die vom behandelnden Arzt und dem Patienten
unterschriebene Einverstidndniserklarung wurden der Krankenakte beigelegt. Eine
Kopie der Einverstindniserkldrung wurde im Institut fir Immunologie und

Transfusionsmedizin aufbewahrt.

2.2.2.1. Rekrutierung

Methoden der Patientenevaluierung

Patientendaten

Zur Kodierung der Patienten wurden die Initialien, eine dreistellige laufende
Nummer und die Nummer des jeweiligen Tages verwendetet. Aus der Krankenakte
wurden weitere Patientendaten sowie Untersuchungsdaten (Tabelle 2.2.)

entnommen.

Tabelle 3.2.: Patienten- und Untersuchungsdaten

Geburtstag Aufnahmediagnosen

Geschlecht Dauer- und Begleitmedikation
Korpergrofse

Koérpergewicht tagliche gemessene Korpertemperatur

taglich gemessene Herzfrequenz

Behandlungsort und Behandlungsweiterfihrung
Alle Patienten wurden in der Klinik und Poliklinik fir Orthopédie und

orthopéadische Chirurgie der Universitdtsklinik Greifswald stationar behandelt.

Ablauf des chirurgischen Eingriffes

Die Operation wird in Lumbalanésthesie, zum Teil aber auch in Allgemeinnarkose
durchgefihrt.

In Ruckenlage erfolgt ein transglutealer Zugang Uber einen ca. 12 bis 18cm
langen Schnitt auf das Hiuftgelenk. Das Gelenk wird freiprdpariert und der
Schenkelhals 10 bis 15mm proximal des Trochanter minor, im Winkel von ca. 50°
zur Femurachse, osteotomiert. (Abb. 2.1a.). Anschlieffend kann die Huftpfanne
dargestellt und die Knorpelreste entfernt werden. Mit Pfannenfridsen wird die
Pfanne in aufsteigender Grofde in einem Winkel von 45° zur Kérperachse sowie 10°

bis 15° Anteversion zum Halbschalenimplantat préapariert (Abb. 2.1b.). Nach

34



Material und Methoden

dieser Vorbereitung wird das Implantat, welches aus der Pfannenschale aus Titan
und dem Einsatz aus hochverdichtetem Polyaethylen besteht, eingesetzt
(Abb. 2.1c.).

Far das Schaftimplantat muss der Markraum des proximalen Femurs mit Raspeln
aufgeweitet werden um das Implantat - ebenfalls aus Titan — einsetzen zu kénnen
(Abb. 3.1d.). Auf den Klemmkonus des Schaftimplantates 143t sich wahlweise ein
Keramikkopf oder ein Metallkopf aufsetzen. Im Folgenden wird das Gelenk

reponiert und auf Funktionalitdt geprift (Abb. 3.le. und 3.1f.). AbschliefRend

erfolgt der Wundverschluss. Die Schnitt-Naht-Zeit liegt im Allgemeinen zwischen

1-1,5 Stunden.”®

Abb. 2.1.: Ubersicht der Operationsschritte; a) Osteotomie des defekten Hiiftkopfes; b) Praparation der
Huftpfanne; c) Einsatz des Pfannenimplantates; d) Einsatz des Schaftimplantates; e) Reposition des

Gelenkes; f) Funktionspriafung (http://www.menapace.com /office2.htm)

In der Endoprothetik von Gelenken sind zementfreie und zementierte
Endoprothesen bekannt. Bei der Verwendung von Knochenzement koénnen
Pfannenschale und Konus wahlweise beide mit Knochenzement in den Knochen
gebracht werden (zementierte TEP), oder es wird nur eine Komponente, meist das

Schaftimplantat, zementiert (Hybrid-TEP).
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Nachbehandlung

Der stationdre Aufenthalt dauerte in der Regel zwischen 10 und 14 Tagen. Die
krankengymnastische Mobilisierung des operierten Gelenkes begann dabei bereits
am ersten postoperativen Tag.

Im Anschluss an den Klinikaufenthalt folgte in der Regel eine zunachst stationére,
im Weiteren eine ambulante Rehabilitation sowie regelméafdige &rztliche

Kontrolluntersuchungen an.

2.2.3. Methodik der Experimente

2.2.3.1. Blutentnahmen

Die vendsen Blutentnahmen von jeweils 14ml Blut (Vaccutainer-
Blutentnahmesystem, 2 EDTA-R6hrchen a 7ml) erfolgten praoperativ am Tag der
Operation sowie postoperativ bis zum achten Tag zwischen 7.00 und 8.00Uhr
(Abb. 2.2.).

Tag -1

Tag O

Tag 1

Tag 3
Tag 6

Tag 8 Abb. 2.2.: Zeitplan der

Blutentnahmen
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2.2.3.2. Blutverarbeitung und Analysen

Innerhalb von zwei Stunden nach der Blutentnahme wurde das Blut im Institut
fur Immunologie und Transfusionsmedizin verarbeitet. 1,5ml des EDTA-Blutes
wurden sofort zur Bestimmung immunologisch relevante Zellpopulationen am
Durchflusszytometer eingesetzt, aus den verbliebenen 12,5ml wurden die
mononuklearen Zellen (PBMC) isoliert.

Von diesen  Zellen stellten  wir  je Patient und Tag  zwolf
Zytozentrifugationspraparate her, die bei -70°C gelagert wurden. Weiterhin
konservierten wir fir die simultane Analyse der Proliferationsfihigkeit zu einem

spateren Zeitpunkt etwa 5x106 Zellen ebenfalls bei —70°C (Abb. 2.3.).

venése Blutentnahme
14ml EDTA-Blut morgens zwischen
7.00 und 8.00 Uhr

|
¥ ¥

1,5ml EDTA-Blut 12,5ml EDTA-Blut

Y )

FACS-Messung Isolierung der PBMC

Einfrieren der PBMC
bei -70°C fur die
Proliferationsassays

Zytospinherstellung zur
Fluoreszenzfarbung

Y

Einfrieren der Abb. 2.3.: Ubersicht der
Zytospins bei -70°C

Vorbereitungen fur die

Blutuntersuchungen

2.2.3.3. Durchflusszytometrie
Der Anteil der CD3* T-Zellen, der CD14* Monozyten, das CD4/CD8-Verhéltnis
sowie die Expression von HLA-DR auf Monozyten und T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt.
Dazu wurden in sechs Ansédtzen 100ul EDTA-Blut mit den in der Tabelle 2.3.
aufgefihrten Antikérperkombinationen gefarbt. Die Inkubationszeit betrug 15min

bei +4°C. Die Lyse der Erythrozyten erfolgte anschlieffend mit 3ml des Lysepuffers
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(FACS™Lysing Solution, 1:10 verdiinnt in Aqua dest.) mit einer weiteren
Inktbationszeit von 7min bei Raumtemperatur ohne Lichteinwirkung.
Anschlieffend konnten die Zelltrimmer bei 1400min-! Smin isoliert werden.
Danach erfolgten noch zwei Waschgéange.

Um die absolute Zellzahl zu ermitteln, wurde das TruCount-System genutzt, das
auf der Zahlung von Beads beruht. SOul EDTA-Blut und ein fluoreszenzmarkierter
CD45-Antikérper wurden in das TruCount Rohrchen gegeben und flir 15min bei
Raumtemperatur ebenfalls ohne Lichteinwirkung inkubiert. AnschliefSend wurde
es mit 450ul des Lysepuffers aufgefiillt. Weiteres Aufbereiten zur Messung war far

diese Probe nicht nétig. Die Messung erfolgte im Anschluss am FACSCalibur.

Tabelle 2.3.: Antikérperkombinationen zur Charakterisierung des Immunstatus der Patienten

1. R6hrchen CD45/CD14 (20ul) 100ul Blut
2. Réhrchen CD4/CD8/CD3 (20ul) 100ul Blut
3. Réhrchen CD3/HLA-DR (20ul) 100ul Blut
4. Réhrchen CD25 (10ul) + CD4PeCP (10ul) 100ul Blut
5. Réhrchen Neg-Isotyp-Ko FITC (10ul) + CD14TC (Sul) 100ul Blut
6. Réhrchen HLA-DR FITC (10ul) + CD14TC (5ul) 100l Blut
7. TruCount-Réhrchen CD45 (20ul) S0ul Blut

2.2.3.4. lIsolierung mononuklearer Zellen aus dem Vollblut

Isolierung durch Dichtezentrifugation

Mit dieser Methode wurden mononukleare Zellen (Lymphozyten und Monozyten)
von anderen Komponenten des Blutes (Granulozyten, Erythrozyten) getrennt.
Dazu wurde das verbliebene EDTA-Blut 2:1 mit PBS verdiinnt und tiber 15ml
Ficoll (Dichte 1,077g/ml) geschichtet. Das verdinnte Blut wurde dann bei
2800min! und Raumtemperatur fir 15min ohne Geratebremse zentrifugiert.
Dabei bildete sich in der Interphase zwischen Ficoll und dem Serum-PBS-Gemisch
ein von den PBMC gebildeter Zellring. Dieser wurde vorsichtig in ein neues
Rohrchen tberfihrt und in PBS resuspendiert.

Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation der Zellen bei 1700min-! und
Raumtemperatur fir S5min. Um eine optimale Reinheit zu gew&hrleisten,
schlossen sich zwei Waschschritte bei 800rpm flir 7 min an. Bei dieser geringeren

Geschwindigkeit verblieben die leichten Thrombozyten im Uberstand, die PBMCs
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pelletieren. Das Zellpellet konnten nun in einem definierten Volumen R10F

aufgenommen und resuspendiert werden.

Bestimmung der Lebendzellzahl mit Trypanblau

Zur Zahlung wurden 10ul oben beschriebener Zellsuspension entnommen und
zum Anfarben der Zellen in 90ul einer 0,5% Trypanblau-Lésung aufgenommen.
Von dieser Losung wurden abermals 10ul in die Burker-Zahlkammer gegeben.
Nach kurzer Wartezeit von 1 bis 2min, welche die Zellen zur Ablagerung auf den
Kammerboden bendétigen, konnte die Anzahl der lebenden Zellen unter einem
Lichtmikroskop bestimmt werden.

Lebende Zellen kénnen den Farbstoff aufgrund der intakten Zellmembran aus
dem Zellinneren ausschliefsen, so dass lediglich ein blauer ,Zellring“ im Praparat
erscheint. Tote Zellen besitzen keine intakte Zellmembran, so dass das
Trypanblau in diese Zellen frei diffundieren kann und sie vollstdndig blau anfarbt.
Unter Berticksichtigung der 1:10 Verdiinnung und des Kammerfaktors lasst sich

die Gesamtzellzahl und die Anzahl der lebenden Zellen bestimmen:

gezahlte Zellen x Kammerfaktor x Verdiinnung = absolute Zellzahl

Herstellung von Zytospins

Nach erfolgter Zellzahlbestimmung  wurden zur Herstellung der
Zytozentrifugationspraparaten 1 x 106 Zellen entnommen und jeweils 50 bis 100ul
der Zellsuspension durch die Zentrifugation bei 800min-! fir 8 min. auf die
Objekttrager zentrifugiert. Fir eine spatere gute Farbung war es wichtig, dass die
Zellen einzeln erkennbar, aber trotzdem deckend waren.

Die Zytozentrifugationspraparate wurden Uber Nacht getrocknet und dann in
eisgektihltem Aceton Smin. fixiert. Aceton permeabilisiert die Zellen und bindet sie
starker an die Glasoberflache. Es zdhlt zu den starken Fixanzien, das heifdt
empfindliche Epitope konnen durch die Behandlung zerstort und far Antikérper
nicht mehr zuganglich gemacht werden.

Nach einer weiteren Nacht, in der das Aceton verdampfte, konnten die Praparate

bei -70°C konserviert werden.
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Kryokonservierung und Auftauen von mononuklearen Zellen

Um die verbleibenden PBMC fir die spateren Anwendungen aufzubewahren,
wurden sie konserviert. Nach erneuter Sedimentation (1500min-!, 7min) konnten
sie in Einfriermedium aufgenommen und an die Kalte adaptiert werden. Das dem
Einfriermedium zugesetzte Dimethylsulfoxid (DMSO) ist hygroskopisch und
verhindert die Bildung von intrazelluldren Eiskristallen. Wegen seiner gleichzeitig
zelltoxischen Wirkung sollten die Zellen schnell gektihlt werden. Dazu wurden sie
far 20min bei 4°C und anschliefSfend bei -70°C eingefroren. Da die Zellen nur
wenige Wochen gelagert werden sollten, verzichteten wir darauf, sie in flissigen
Stickstoff einzubringen.

Beim Auftauen wurde die Suspension schnell auf 37°C erwarmt und anschliefsend
mit reichlich Medium gewaschen. Das ist notwendig, um die zytotoxische Wirkung

von DMSO zu minimieren.

2.2.3.5. Immunzytologische Oberflachenmarkeranalyse

Sobald alle Zytozentrifugationspréparate eines Patienten vorlagen, wurde die
CTLA-4-Expression auf T-Lymphozyten mittels der CTLA-4/CD3-Doppelfarbung
bestimmt.

Als Positivkontrollen dienten CTLA-4-transfizierte Jurkat C Zellen, als
Negativkontrolle wurden untransfizierte Jurkat C-Zellen verwendet. Jurkat C ist
eine humane T-Zelllinie.

Alle Inkubationen erfolgten in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur.

Der Zellrasen auf den Objekttrdgern wurden nach dem Auftauen mit einem
Fettstift umrandet. Anschlieffend nutzten wir jeweils 20ul der Cohn-II-
Stammlésung (15min, Raumtemperatur), um freie Fc-Rezeptoren zu blockieren

und unspezifische Bindungen zu verhindern.

Farbung von CD3 auf humanen PBMC

Als Primarantikérper fir die Farbung des CD3 auf der Zelloberfliche wurde der
Kulturiberstand von UCHT;-Hybridomzellen verwendet. Diese sezernieren
Antikérper gegen das humane CD3 in den Uberstand.

Um unspezifische Bindungen zu verhindern, setzten wir dem Hybridomuiberstand
20% Humanserum zu. Die Préparate wurden mit 50ul des Uberstand-Serum-
Gemisches fir 90min inkubiert. AnschliefSfend folgten zwei Waschschritte zu je

funf Minuten in PBS, um nichtgebundene Antikérper zu entfernen.
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Danach wurde der Sekundarantikérper, Ziege-anti-Maus 1gG:-FITC, aufgetragen,
der in einer Verdinnung von 1:50 in einer PBS-Humanserum-Losung zu 50ul
eingesetzt und 90min inkubiert wurde. Nichtgebundene Antikérper liefSen sich

durch zwei Waschschritte (Smin in PBS) eliminieren. (Abb. 2.3.).

>— CD3-Ak (UCHT)

Anti Maus IgG: FITC

CD3

T-Zelle Abb. 2.3.: schematische
Darstellung der CDS3-
Farbung

Farbung von CTLA-4 auf humanen PBMC

Als Primarantikérper zur CTLA-4-Farbung wurde ein biotinkonjugierter anti-
human-CTLA-4-Antikérper der Maus verwendet, der ebenfalls in einer
Verdinnung von 1:50 auf die Zytospins aufgetragen wurde (Abb. 2.4a.).

Nach einer Inkubationszeit von 90min wurden die Praparate zweimal je funf
Minuten in PBS gewaschen, um nichtgebundene Antikorper zu entfernen. Da
CTLA-4 ein gering exprimiertes Molektl ist, wurde fir diese Farbung der TSA
Verstarker Kit (Biotin, Tyramide, Reagent Pack) verwendet.

Nach diesem Waschgang erfolgte eine 15 minttige Nachfixation mit je SOul 4%
Paraformaldehyd, welches anschlieflend ebenfalls durch zwei Waschschritte
entfernt wurde. Um endogene Peroxidasen zu inaktivieren, schloss sich eine
10minttige Inkubation mit je 50ul 3% H202 an, um eine spatere
Peroxidasereaktion nicht zu beeinflussen.

Zur Verstidrkung der Farbung wurde anschliefSfend 50ul eines Strepavidin-
Peroxidase-Konjugates (1:500 in PBS) aufgetragen und fir 30min inkubiert
(Abb. 2.4b.). Nach zwei weiteren Waschschritten wurde als Substrat der
Peroxidase je SOul Biotinyltyramid (1:200 in Amplifikationsdiluent) zugesetzt
(Abb. 2.4c.). Dieses wurde nach 4min Inkubationszeit wieder durch Waschen in

PBS entfernt. Um eine gleichméafdige Farbung aller Praparate zu erhalten, musste
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hier jedoch streng auf die Einhaltung der Inkubationszeit von vier Minuten
geachtet werden.

Das aufgetragene Biotinyltyramid wird durch die Peroxidase aktiviert und bindet
dann kovalent an Proteine, die sich in rGumlicher Nahe der Peroxidase befinden.
Dadurch lasst sich die Zahl der kovalent gebundenen Biotinreste in unmittelbarer
Nahe von CTLA-4 vervielfachen.

Nach dem Verstarkerkit wurden die Préaparate anschlieBend mit dem
Sekundéarantikorper Steptavidin-TRITC in einer Verdinnung von 1:50 in
PBS/Humanserum (20%) zu jeweils 50ul behandelt (vgl. Abb. 2.4d.).

Nichtgebundene Antikérper wurden wieder zweimal funf Minuten in PBS

abgewaschen.
a) b)
I;l
& &
CTLA-4 L4 & o
&
T-Zelle
c) d)

CTLA-4 Ak,
¥PE BNI 3.1, Maus IgG2a, e .
E antihuman, =3 gelostes Biotinyltyramid
Biotin konjugiert
#. Streptavidin-Peroxydase- kovalent gebundenes

Konjugat Biotinyltyramid

@y Streptavidin-Peroxydase ﬁ& Streptavidin-TRITC

nach Enzymreaktion Abb. 2.4.:. schematische

Darstellung der CTLA-4-
Farbung
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Doppelfarbung von CD3 und CTLA-4

Da die Farbung als Doppelfarbung erfolgte, wurden oben genannte Primér- und
Sekundéarantikorper in den angegebenen Verdiinnungen jeweils zusammen
aufgetragen und inkubiert. Demzufolge wurde im primaren Farbeschritt der
biotinylierte anti-human-CTLA-4 Antikérper 1:50 im Hybridomuberstand-Serum-
Gemisch verdtinnt.

Um den Zellrasen vor dufderen Einflissen zu schutzen, wurde dieser mit 10ul
Einbettungspuffer eingedeckt. Dieser enthielt DABCO, ein Antioxidans, das in

Verbindung mit PBS und Glycerin die Intensitat der Fluoreszenz erhielt.

Auswertung der Fluoreszenzfarbung

Die Auswertung der Farbung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop mit einer
400-fachen Vergréflerung. Es wurden durchschnittlich drei Gesichtfelder
ausgezahlt, darin sollten mindestens 200 CD3-positive Zellen enthalten sein. Die
Zahlung der grinen und roten Fluoreszenz erfolgt mit unterschiedlichen Filtern.
Zunachst wurden FITC-positive Zellen (CD3*) und die Gesamtzellzahl quantifiziert.
Anschlieffend konnte dasselbe Gesichtsfeld in der roten Fluoreszenz (CTLA-4+)
begutachtet werden. CTLA-4-positive Zellen wurden unmittelbar darauf gepruft,
ob sie ebenfalls CD3-positiv, so wurden CD3+/CTLA-4+ positive von CD3-
negative /CTLA4-positiven Zellen getrennt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte

in prozentualen Anteilen.

2.2.3.6. Proliferationsassays

Prinzip des Versuches

Die PBMCs wurden in einer 96 well Platte mit optimalen Konzentrationen von
Mitogenen stimuliert. In dieser Studie kamen PHA, SEB, UCHT:, TT und PPD als
Stimulanzien zum Einsatz. Nach 72 stiindiger Inkubation (PHA, SEB, UCHT;)
beziehungsweise nach 144 stindiger Inkubation (PPD, TT) bei 37°C in
Anwesenheit von 5% CO; erfolgte die Zugabe von 0,5uCi/well Tritium-markiertes
Thymidin.

Das Thymidin wird von den Zellen als DNA-Baustein genutzt, die Inkorperation
des radioaktivmarkierten Nukleotides ist dementsprechend ein Mafs far die
Proliferation der Zellen in einem bestimmten Zeitrahmen. Nach 16h wurde die

Reaktion gestoppt, indem die Platten bei -20°C eingefroren wurden.
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Anschliefend wurden die Zellen mit einem automatischem Zellerntegerdt, dem
Harvester, geerntet. Dieser transferierte die Zellen auf eine Filtermembran. Nach
dem Trocknen konnten die Filter fir 24h auf Phosphorschirme aufgelegt werden.
Durch die Reaktion des f3-Strahlers Thymidin mit dem Phosphorschirm liefS sich
mit einem Phosphor-Imager die Radioaktivitét eines jeden wells bestimmen.
Gemessen wird hierbei die Radioaktivitdt in Zerfdllen je Minute als ein relativer
Wert fur die Proliferation der Zellen.

Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgeftihrt.

Dieses Prinzip wurde im Vorfeld fur folgende Fragestellungen verwendet:

1. Screening nach geeigneten Humanserum-Chargen

Bei den Untersuchungen der Patienten-PBMCs sollte zur Darstellung des
humanen Systems als Mediumzusatz Humanserum anstatt des gebrduchlichen
Kéalberserum (FCS) verwendet werden.

RPMI-Medium wurde mit jeweils 10% inaktiviertem Humanserum von fUnf
verschiedenen Spendern supplimentiert. Die Mitogenitdt von kryokonservierten

PBMCs wurde nach Stimulation mit PHA in Anwesenheit der Seren untersucht.

2. Verwendbarkeit von kryokonservierten Zellen

PBMCs wurden isoliert, ein Teil der Zellen wurde sofort auf seine
Proliferationsfahigkeit untersucht. Der Rest der PBMCs wurde bei -70°C
konserviert und zu einem spéteren Zeitpunkt getestet. Als Stimulanzien dienten
alle oben genannten Mitogene. Die Versuche wurden in Flachboden-96 well

Platten durchgefiihrt.

3. Untersuchung von Rund- und Flachboden-96 well Platten

Kryokonservierte PBMCs wurden mit den Stimulanzien UCHT;, PPD und TT
sowohl in Flach- als auch in Rundbodenplatten stimuliert. Ihre Reaktionsfahigkeit
wurde in einem Proliferationsassay in Abhéangigkeit von der Bodenform

untersucht.

44



Material und Methoden

4. Dauer der Stimulation
Kryokonservierte PBMCs wurden mit folgenden Stimulanzien tiber verschiedene

Stimulationszeiten getestet:

PHA, SEB 3 Tage
UCHT, 3 und 6 Tage
TT und PPD 6 Tage

4. Titration der optimalen Mitogenkonzentarionen
Kryokonservierte PBMCs wurden mit verschiedenen Konzentrationen der oben
genannten Stimulanzien auf Ihre Proliferationsfahigkeit getestet. Daraus liefs sich

die optimale Konzentration ermitteln.

2.2.3.7. Auswertung und Statistik

Die erhobenen Daten wurden zur statistischen Auswertung gesammelt. Die
verwendete Software bei der statistischen Auswertung war GraphPad Prism. Als
statistischen Methoden kam der zweiseitige Wilcoxon-Test zur Anwendung.

Da es sich bei dieser Studie um eine explorative Pilotstudie handelte, wurde auf
weitere Testverfahren zur Bewertung der Stichproben wie den X2-Test und den F-
Test verzichtet. Des Weiteren wurden die ermittelten p-Wert ohne
Berticksichtigung der Gesamttestzahl mit dem Verfahren nach Bonferroni
korrigiert. Es wurden dabei nur die Anzahl der Messtage flir jeden einzelnen

Versuch berticksichtigt.
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3. Ergebnisse

Die Daten wurden am Tag der Operation unmittelbar prédoperativ sowie am 1., 3.,
6. und 8. Tag postoperativ erhoben. Die Bestimmung der klinischen Parameter
Herzfrequenz und Koérpertemperatur erfolgte abweichend téaglich an den ersten
sechs postoperativen Tagen.

Signifikanzunterschiede zwischen den postoperativen Werten in Bezug zum
préoperativen Ausgangswert wurden mit der in Tabelle 3.1. aufgefiihrten

Symbolik beschrieben.

Tabelle 3.1.: Verwendete Symbolik der Signifikanzniveaus

Symbol Signifikanzniveau
ok p <0.001
o p<0.01
* p < 0.05
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3.1. Die Patienten

Bei allen in dieser Studie aufgenommenen Patienten lag als Indikation der
Operation die Diagnose einer Coxarthrose eines beziehungsweise beider
Huftgelenke vor. Die hier aufgefiihrten Patienten erfiillten die im Kapitel Methoden
aufgefihrten Ein- und Ausschlusskriterien.

Es beendeten sechs méannliche und sechs weibliche Probanden die Studie. Das
mittlere Alter war 59,7 Jahren. Alle Studienteilnehmer erhielten postoperativ eine
Kurzzeitantibiose. Wahrend des Beobachtungzeitraumes traten bei den Patienten
weder schwere medizinische Komplikationen noch Erkrankungen auf. Alle
Patienten Uberlebten den Eingriff. Bei einem der mannlichen Probanden trat am
dritten Tag postoperativ eine Diarrhoe, wahrscheinlich auf dem Boden einer
Nahrungsmittelunvertraglichkeit, auf. Eine Ubersicht der wesentlichen Daten sind

in der Tabelle 3.2. aufgeftihrt. Weitere klinische Details sind im Anhang zu finden.

Tabelle 3.2.: Daten des Patientenkollektivs

Alter Sex Gewicht Grofe BMI E}:y throzyten-
onzentrate
m| w (kg) (cm) (kg/m?) |fremd | Eigen
HP 001 57 X 95 172 32,11 2
HR 002 63 X 93 171 31,80
EG 003 59 X 77 164 28,63 2 2
EH 004 63 X 93 175 30,37 2 2
WH 005 67 X 59 157 23,94 2
MS 007 64 X 80 164 29,74 4
RK 008 58 x 76 164 28,26 2
VP 009 62 x 76 172 25,69
JF 010 50 X 116 180 35,80 2
WG 011 63 x 87 168 30,82 1
UM 012 54 X 49 163 18,44 2
AR 013 56 X 352 161 20,06 2
Mittelwert 59,7 6| 6 79,4 167,6 28,97
Varianz 23,6970 375,5379 43,1742 25,9607
asbfjg‘ciiﬁg 49,9<x<69,4 40,7<x<118,2 | 154,4<x<180,7 | 17,8<x<38,2
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3.2. Klinische Parameter

Klinische Parameter sind wichtige diagnostische Kriterien. Sie lassen sich mit
vertretbarem Aufwand erheben und erlauben einen raschen Uberblick tiber die
gesundheitliche Verfassung eines Patienten. Zur Uberwachung der Patienten
wurden praoperativ sowie postoperativ taglich wahrend der ersten sechs Tage die
Herzfrequenz und die Kérpertemperatur gepruft.

Eine weiterfihrende standardisierte Auswertung von erhobenen Laborparametern
konnte nicht erfolgen, da diese in Abhangigkeit von der Indikation zu weiteren

Untersuchungen nicht regelméfig erhoben wurden.

3.2.1. Herzfrequenz

Veranderungen der Herzfrequenz in Ruhe tiber mehrere Zeitpunkte geben
Aufschluss tiber Anderungen des Gesundheitszustandes eines Patienten. Im Fall
eines SIRS oder einer infektiosen Genese und Sepsis dient eine erhohte
Herzfrequenz als wichtiges diagnostisches Kriterium. Da Veradnderungen der
Herzfrequenz vielfdltige Ursachen (z. B. psychische oder traumatische Ereignisse)
haben koénnen, sind die Messwerte allein nicht aussagekraftig und lassen sich erst
im Kontext der klinischen Gesamtsituation des Patienten einem moglichen
Krankheitsbild zuordnen.

Abb. 3.1. zeigt den Verlauf der Herzfrequenz des Patientenkollektives beginnend
mit dem préaoperativen Wert (Tag 0) Uber einen Zeitraum von sechs Tagen
postoperativ. Die prasentierten Resultate zeigen keine signifikanten
Veranderungen im Vergleich zum préoperativen Ausgangswert. Auf Grund der
Anfalligkeit gegentiber &ufleren Einflissen wund starken individuellen
Unterschieden im Patientenkollektiv (Ruhefrequenz, Begleitmedikation) liefS sich
hier keine klare Aussage bezliglich Verdnderungen der Herzfrequenz in Folge des

operativen Stresses ableiten.

48



Ergebnisse

Herzfrequenz
130+
120—- .
E 1104
1 °
& 1004 .
g)ﬂ < [ ] o0
B 90 . % .: . .
—S 1 0o e0e® oo (YY) (X oo soooe
195] 80 . oo oo oo [0 oo oo
4 o0 [ ] (1) ]
70 —ege— P : : [ o0 o0
60  ese . ° b In Abb. 3.1. ist der Verlauf
50 ° der Herzfrequenz dargestellt
TagO0 Tagl Tag2 Tag3 Tag4 Tagb5 Tagb (Mediane).

3.2.2. Korpertemperatur

Die Messung der Kérpertemperatur zu standardisierten Zeitpunkten ermdglicht
eine wesentlich bessere Ubersicht tiber den Gesundheitszustand eines Patienten.
Dieser Parameter z&hlt ebenfalls zu den wichtigsten Kriterien bei der
Diagnosestellung eines SIRS, weil er sich ebenfalls ohne Aufwand ermitteln und
verfolgen 1af3t.

Wie bei der Herzfrequenz beschrieben, kann auch die Kérpertemperatur nach
traumatischen Ereignissen, operativen Eingriffen oder anderen Einflissen
ansteigen. Die Korpertemperatur ist jedoch weit weniger anfallig als die
Herzfrequenz gegenuiber kurzfristigen Umwelteinfltissen.

Bei der Auswertung der axillir gemessenen Korpertemperatur zeigte sich im
Patientenkollektiv ein signifikanter Anstieg der Koérpertemperatur mit Maximum
am ersten Tag postoperativ (Median praoperativ 36,4°C gegentiber 37,5°C am
ersten Tag postoperativ), wie in Abb. 3.2. dargestellt. Auch am zweiten Tag
postoperativ blieb die Korpertemperatur signifikant erhéht, normalisierte sich

aber an den Folgetagen.
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Abb. 3.2.: Darstellung des
Temperaturverlaufes mit
deutlichem Anstieg der
Korpertemperatur  (Mediane)
am ersten Tag postoperativ

und folgender Normalisierung.
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3.3. Immunologischer Status und Oberflachenanalyse

Der in der Durchflusszytometrie erhobene immunologische Status betrachtet
Verdnderungen immunologisch relevanter Leukozytenpopulationen. Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten wurden sowohl in Absolutzahlen als auch in ihren
prozentualen Anteilen an der Gesamtzahl der Leukozyten ausgewertet. Bei den

Lymphozyten lag der Fokus auf den T-Zellen und deren Subpopulationen.

3.3.1. Leukozyten

Die Gesamtheit der gemessenen Zellen stellen die Leukozyten dar. Marker dieser
Zellpopulation ist das CD45-Molektil, das mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikoérper gekennzeichnet wurde. In der Messung zeigte sich eine hoch
signifikante Zunahme der Gesamtzahl aller Leukozyten im frithen postoperativen
Stadium mit Maximum am ersten Tag postoperativ (Median praoperativ 5,61Gpt/1
gegenuiber 8,68Gpt/l am Tag eins postoperativ]. An den Folgetagen des
Beobachtungszeitraumes kam es zu einem langsamen Ruckgang auf das
Ausgangsniveau. Bis zum dritten Tag blieben die Werte allerdings signifikant

erhoht gegentiber den Werten vor der Operation (Abb. 3.3.).
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3.3.2. Granulozyten

Granulozyten sind Zellen der frihen, unspezifischen Abwehr. Sie bilden den
Hauptanteil der Leukozytenpopulation und sind mafdgeblich fir den Anstieg der
Leukozytenzahl und den Verschiebungen der prozentualen Anteile der
Subpopulationen innerhalb der Leukozytenpopulation verantwortlich. Innerhalb
der Granulozytenpopulation stellen die Neutrophilen die gréfste Subpopulation
dar. Granulozyten zeichnen sich durch eine Vielzahl intrazellularer Granula aus,
die bei der FACS-Messung starkes Streulicht erzeugen. Diese Eigenschaft macht
es moglich, sie von den anderen Leukozytenpopulationen ohne spezifische
Oberflichenmarkierung abzugrenzen.

In der frihen postoperativen Phase kam zu einem deutlich signifikanten Anstieg
der Granulozytenpopulation (Median praoperativ 3,32Gpt/1, Tag eins postoperativ
6,36Gpt/1 und Tag drei postoperativ 5,90Gpt/l). Das Maximum des prozentualen
Anteils wurde erst am Tag drei postoperativ erreicht (Median praoperativ 58,54%,
Tag eins postoperativ 73,88% und Tag drei postoperativ 76,17%). In den folgenden
Tagen normalisierten sich die Werte langsam, erreichten aber im
Beobachtungszeitraum keine komplette Remission auf das préoperative

Ausgangsniveau (Abb. 3.4a-b.).
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Abb. 3.4. zeigt das Verhalten der Granulozyten (Mediane); a) Darstellung der absoluten Granulozytenzahl
mit einem dem Verhalten der Gesamtleukozyten entsprechenden deutlichen Anstieg am ersten Tag
postoperativ und langsamer Normalisierung ohne vollstandige Remission; b) Darstellung des prozentualen
Granulozytenanteils mit starkem Anstieg am ersten Tag postoperativ, Maximum am Tag drei postoperativ

und danach beginnender langsamer Riickgang ohne vollstdndige Remission.
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3.3.3. Monozyten

Die Monozyten stellen die kleinste der hier gemessenen Leukozytenpopulationen
dar. Das Monozyten-Makrophagen-System ist ebenfalls in der frithen Abwehr
tatig. Monozyten agieren als antigenprasentierende Zellen (APCs) und besitzen
dementsprechend eine bedeutende Funktion zur Aktivierung der erworbenen
Immunabwehr.

Auch die Monozytenpopulation zeigte im frithen postoperativen Stadium eine
deutlich signifikante Zunahme (Median praoperativ 0,41Gpt/1 gegentiber am Tag
eins postoperativ 0,89Gpt/]1 beziehungsweise 7,81% préoperativ und 10,66% am
Tag  eins postoperativ). Sie normalisierte sich im Laufe des

Beobachtungszeitraumes (Abb. 3.5.).
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Abb. 3.5. zeigt das Verhalten der Monozyten (Mediane); a) Darstellung der absoluten Monozytenzahl mit
deutlichem Anstieg des Anteils am ersten Tag und langsamer Normalisierung an den Folgetagen; b)
Darstellung des prozentualen Monozytenanteils mit starkem Anstieg am ersten Tag postoperativ, dann

relative Konstanz auf diesem Level und Normalisierung zum achten Tag.(analog zum absoluten Anteil)
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3.3.3.1. HLA-DR+/CD14+ (Monozyten)

HLA-DR ist ein MHC II-Molektl. Es wird auf APCs exprimiert und bindet nach der
intrazellularen Antigenprozession vor allem Antigene von extrazellularen
Bakterien. Zur Messung des HLA-DR-Molektils auf den Monozyten wurde der
spezifische Monozytenmarker CD14 mit einem fluoreszenzmarkierten Antikérper
gekennzeichnet.

Entgegen der oben gezeigten Zunahme der Monozytenpopulation stellte sich bei
der Messung des HLA-DR auf Monozyten ein deutlich signifikanter Abfall am
ersten Tag postoperativ (Median prioperativ 95,76% gegenuber 72,96% am Tag
eins postoperativ) dar. In den Folgetagen zeigte sich ein langsamer Anstieg, wobei
auch am achten Untersuchungstag die Expression des Monozten-HLA-DR
(88,31%) im Vergleich zum praoperativen Tag null signifikant verringert war
(Abb. 3.6.).
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3.3.4. Lymphozyten

Die Lymphozyten sind die Zellen der adaptiven, dass heifst der erworbenen
Immunabwehr. Zu dieser Zellpopulation gehdéren B- und T-Zellen, welche sich in
der Immunantwort gegenseitig beeinflussen und unterstiitzen.

In der Folge des chirurgischen Eingriffes kam es, wie in Abb. 3.7a. zu erkennen
ist, zu einer erheblichen Reduktion der Gesamtzahl Lymphozyten mit Minimum
am dritten Tag postoperativ (praoperativ 1,60Gpt/l gegentiber 1,10Gpt/l am Tag
drei postoperativ).

Bedingt durch den Einfluss des Anstiegs der Granulozytenpopulation und in
geringerem Mafle auch der Monozytenpopulation fiel bei der Betrachtung des
prozentualen Anteils der Lymphozyten die Reduktion bereits am ersten Tag
postoperativ deutlich starker aus (prédoperativ 32,77%, bereits am Tag eins
postoperativ 16,31%) und erreichte am dritten Tag postoperativ ihr Minimum
(14,12%). Eine Normalisierung zum préoperativen Ausgangswert wurde im

Beobachtungszeitraum nicht erreicht (Abb. 3.7b.).
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Abb. 3.7. zeigt das Verhalten der Gesamtlymphozytenpopulation (Mediane); a) Darstellung der absoluten
Lymphozytenzahl mit langsamem Ruckgang der Zahl zum dritten Tag postoperativ und anschliefSend
rascher Normalisierung an den Folgetagen; b) Darstellung des prozentualen Lymphozytenanteils mit
ausgepragtem Ruckgang des Anteils am ersten Tag postoperativ, Minimum am Tag drei postoperativ,

danach beginnende langsame Normalisierung ohne vollstdndige Remission.
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3.3.5. T-Zellen

Analog zum Gesamtanteil der Lymphozyten an den Leukozyten zeigte auch die
T-Zellpopulation einen starken Abfall, der in der prozentualen Darstellung wegen
des bereits beschriebenen Anstieges der Granulozyten- und Monozytenpopulation
starker zur Geltung kam als in der Messung der Absolutwerte. (Abb. 3.8a-b.)

Das Minimum wurde in beiden Betrachtungen am dritten Tag postoperativ
erreicht (prédoperativ 1,09Gpt/l gegenuiber 0,66Gpt/l beziehungsweise 21,14%
gegenuber 8,47% am Tag drei postoperativ).
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Abb. 3.8. zeigt das Verhalten der T-Zellen (Mediane); a) Darstellung der absoluten T-Zellzahl mit
langsamem Ruickgang der Zahl zum dritten Tag postoperativ und anschliefSiend rascher Normalisierung an
den Folgetagen; b) Darstellung des prozentualen T-Zellanteils mit ausgepriagtem Ruickgang des Anteils am
ersten Tag postoperativ, Minimum am Tag drei postoperativ, danach beginnende langsame Normalisierung

ohne vollstandige Remission.

Diese Reduktion der Gesamtzahl T-Lymphozyten spiegelte sich auch bei den
CD4+ T-Helferzellen wider (Abb. 3.9a-b.). Auch hier fand sich eine signifikante
Verringerung der Zellzahl am dritten Tag postoperativ (praoperativ 0,76Gpt/1
gegenuber 0,48Gpt/1 beziehungsweise 15,10% gegentber 6,01% am Tag drei

postoperativ).
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CD4* T-Helferzellen
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Abb. 3.9. zeigt das Verhalten der T-Helferzellen (Mediane); a) Darstellung der absoluten T-Helferzellzahl mit
langsamem Ruckgang der Zahl zum dritten Tag postoperativ und anschliefend rascher Normalisierung an
den Folgetagen; b) Darstellung des prozentualen Anteils der T-Helferzellen mit ausgepragtem Ruickgang des
Anteils am ersten Tag postoperativ, Minimum am Tag drei postoperativ, danach beginnende langsame

Normalisierung ohne vollstandige Remission.

Die Verdnderungen der Population der zytotoxischen T-Zellen ist in Abb. 3.10a-b.
dargestellt. Anders als die T-Helferzellen wiesen die CD8* zytotoxischen T-Zellen
zwar in ihrer Absolutzahl eine abfallende Tendenz mit Minimum am dritten Tag
postoperativ auf, jedoch ohne Signifikanz (prédoperativ 0,31Gpt/l gegenuber
0,22Gpt/1 am Tag drei postoperativ). Der prozentuale Anteil prasentierte sich
analog zu den T-Helferzellen (préoperativ 5,19% gegentiber 2,85% am Tag drei

postoperativ).

57



Ergebnisse

CD8* zytotoxische T-Zellen
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Abb. 3.10. zeigt das Verhalten der zytotoxischen T-Zellen (Mediane); a) Darstellung der absoluten Zahl der
zytotoxischen T-Zellen zeigt einen langsamen aber nicht signifikanten Riickgang der Zahl zum dritten Tag
postoperativ und anschliefender Normalisierung an den Folgetagen; b) Darstellung des prozentualen Anteils
der zytotoxischen T-Zellen mit ausgepragtem Ruickgang des Anteils am ersten Tag postoperativ, Minimum am

Tag drei postoperativ, danach beginnende langsame Normalisierung ohne vollstédndige Remission.

Die T-Zellen stellen innerhalb der Leukozyten nur eine kleine Population dar,
Deswegen werden sie stark von der Kinetik der Granulozyten- und
Monozytenpopulation beeinflusst.

Das Verhalten der T-Zellen wurde zunéchst innerhalb der Lymphozytenpopulation
durch Fluoreszenzmarkierung des Oberflichenmarkers CD3 (T-Zell-spezifisch)
betrachtet. Die CD3-positive Population diente dann als Bezugsgréfse zur Prufung
moglicher Verschiebungen der T-Zellsubpopulationen (T-Zell-Shift). Die Prufung
des T-Zell-Shiftes erfolgte mittels der Oberflichenmarkierung des CD4 (Marker
far die T-Helferzellen) und CD8 (Marker fur die zytotoxischen T-Zellen) sowie die
daraus resultierende T4 /T8 Ratio.

In den Resultaten fanden sich weder im Gesamtanteil der T-Lymphozyten noch in
den Subpopulationen signifikante Verdnderungen. Entsprechend blieb die T4/T8-
Ratio konstant (Abb. 3.11.).
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Abb. 3.11. zeigt keine Veranderungen im Gesamtanteil der T-Lymphozyten (Mediane) bezogen auf:

a)
b)
c)
d)

Lymphozytenpopulation
CD4+ T-Helferzellen

CD8* zytotoxische T-Zellen
T4/T8-Ratio
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3.3.5.1. Aktivierungsmarker der T-Zellen

CD25+/CD4+

In dieser Messung wurde das Verhalten des frithen Aktivierungsmarkers CD25
auf T-Helferzellen geprtift. CD25 ist eine wichtige Komponente des Rezeptors flir
Interleukin-2. Dieses Zytokin wird von aktivierten T-Zellen sezerniert und dient
der Selbstinduktion der Proliferation — auch als autokrine Stimulation bezeichnet.
In der vorliegenden Studie zeigte sich zwar ein diskreter aber nicht signifikanter

Anstieg der CD25-Expression auf der Oberflache der T-Helferzellen (Abb.3.12).
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HLA-DR*/CD3*

HLA-DR wird im Verlauf der T-Zellaktivierung auf der Zelloberflache exprimiert
und gilt als spéater Aktivierungsmarker flr T-Zellen. Deswegen kénnte HLA-DR
diagnostisch zum Nachweis der T-Zellaktivierung im spéten Stadium genutzt
werden. Welche Funktion HLA-DR auf T-Zellen erfiillt, ist derzeit noch nicht
geklart.

In dieser Studie =zeigte die HLA-DR-Expression auf T-Zellen jedoch keine
signifikanten Verdnderungen (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13. zeigt die konstante
HLA-DR-Expression auf T-
Zellen (Mediane).
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3.4. Immunzytologische Analyse von CTLA-4"/CD3"*

Zellen

CTLA-4 (CD152) gilt als ein weiterer Aktivierungsmarker von T-Zellen, da es auf
Effektor-T-Zellen nach deren Aktivierung exprimiert wird. Die Bestimmung von
CTLA-4 auf T-Zellen ist schwierig, weil die Oberflichenexpression sehr gering ist
und zudem nur fokal auftritt. Die meisten immunzytochemischen Protokolle sind
nicht sensitiv genug, um extrazelluldres CTLA-4 zu detektieren. Deswegen wurde
auch in dieser Studie die Gesamtkonzentration (extra- und intrazellular) des
Molektls bestimmt.

CTLA-4 wurde in diesem Experiment in Verbindung mit dem T-Zellmarker CD3
als Bezugsgrofie immunzytologisch angefiarbt und im Mikroskop gezdhlt. In der
Zahlung wurden zunachst alle Zellen im Sichtbereich als Bezugsgrofsie und
anschliefSend die mit dem CD3-Farbstoff markierten T-Zellen aufgenommen. Bei
der Zahlung der CTLA-4* Zellen im gleichen Sichtbereich erfolgte sofort eine
Trennung CTLA-4+/CD3- Zellen und die fir diese Studie relevanten CTLA-4+/CD3*
Zellen.

In diesem Experiment stieg die Expression von CTLA-4 im Patientenkollektiv im
Zeitverlauf an. Das Maximum wurde dabei am sechsten Tag postoperativ erreicht
(préoperativ 0,9% gegeniber 3,03% am sechsten Tag postoperativ, p = 0,01
— siehe Abb. 3.14.).

Im Patientenkollektiv fielen jedoch starke individuelle Unterschiede der CTLA-4-
Expression in der Quantitat auf. Auch die Expressionskinetik des Molektls zeigte

einen individuellen Verlauf.

Immunzytologische Analyse der CTLA-4*/CD3* Zellen

*
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2 o . . :
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Auf Grund der individuell unterschiedlichen zeitlichen Expression von CTLA-4

wurde versucht, das Patientenkollektiv in Gruppen einzuteilen. In Abb. 3.15. sind

Patienten mit Maxima in der frthen postoperativen Phase dargestellt. Abb. 3.16.

zeigt Patienten mit einem spaten Expressionsmaximum. Jeder Kurvenverlauf

reprasentiert dabei einen Patienten. Auffallend ist, dass zum Teil bei Patienten mit

spater Expression des CTLA-4 bereits ein friher geringerer Peak vorliegt.

a)

(%)

b)

= =
O O ~= N

= o=
O O ~= N
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O =N WH Ul O ©
O~ NWPhH O ®
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Abb. 3.15. zeigt den Verlauf der CTLA-4-Expression auf T-Zellen bei Patienten mit Expressionsmaximum in

der frthen postoperativen Phase (a) am Tag eins postoperativ; b) am Tag drei postoperativ).
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Abb. 3.16. zeigt den Verlauf der CTLA-4-Expression auf T-Zellen bei Patienten mit Expressionsmaximum in

der spéaten postoperativen Phase (a) am Tag sechs postoperativ; b) am Tag acht postoperativ).
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In Abb. 3.17. ist eine mikroskopische Analyse eines Patienten dargestellt. Beide
Fluoreszenzen sind hier kombiniert. Man kann deutlich die rote Fluoreszenz an
den Tagen drei, sechs und acht erkennen. AufSerdem sieht man eine deutliche

GrofSlenzunahme der T-Zellen als Folge ihrer Aktivierung.

Tag O - praoperativ Tag 1 — postoperativ

Tag 6 — postoperativ

Tag 8 — postoperativ

Abb. 3.17. Beispiel einer mikroskopischen Analyse.
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3.5. Proliferationsassays

3.5.1. Optimierung der Versuchsreihe

3.5.1.1. Humanserumpool

Bei den Untersuchungen zur Proliferationsfahigkeit der Patienten-PBMC sollte zur
Darstellung des humanen Systems als Mediumzusatz Humanserum anstatt des
gebrduchlichen fetalen Kalberserums (FCS) verwendet werden. Humanseren
koénnen, je nach ihrem Antikdrperspektrum, sowohl neutral als auch stimulierend
wirken. Auch toxische Wirkungen sind bekannt. Um den Einfluss der Seren auf
die Versuchsreihe zu minimieren, wurden diese zuvor in einem 30-minutigen
Wasserbad bei 56°C inaktiviert und steril filtriert. Die Prifung der Humanseren
erfolgte dann in einem Proliferationsassay mit verschiedenen Konzentrationen von
Phytohdmagglutinin (PHA).

Im Experiment erwiesen sich die Humanseren 1, 2, 4 und 5 als geeignet. PBMCs
desselben Spenders zeigten in Anwesenheit der genannten Seren eine etwa gleich
gute Mitogenitat (Abb 3.18.). Humanserum 3 fiel in der Mediumkontrolle dadurch
auf, dass es ohne Zugabe von PHA eine Proliferation der peripheren
mononukledren Blutzellen induzierte (Daten nicht gezeigt). Es wurde daraufhin

vom Pool ausgeschlossen.

150000 — HS1

] ——mus2

100000 —e— HS4

—0O— HSS

cpm

Abb 3.18. zeigt die

T T T T T T 1
0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 Proliferation von PBMC unter
PHA (ug{ml) Verwendung verschiedener

Humanseren (HS).
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3.5.1.2. Verwendbarkeit von kryokonservierten Zellen

Proliferationsassays sollten mit frisch isolierten Spenderzellen durchgeftihrt
werden.

Da die Studie einen Beobachtungszeitraum von 9 Tagen vorsah, in denen den
Patienten Blut entnommen wurde, lie? sich dieses Kriterium nicht erfallen.
Deswegen wurde im Vorfeld getestet, wie sich die Mitoserate kryokonservierter
PBMCs im Vergleich zu frischen PBMCs desselben Spenders verhalt.

Insgesamt zeigten die konservierten Zellen zwar eine geringere Reaktivitat auf die
Mitogene Phytohdmagglutinin (PHA), Staphylokokkus-Superantigen B (SEB) und
dem CD3-Antikérper (aCD3 = UCHT;) im Vergleich zu nichtkonservierten PBMC,
aber in den verwendeten Konzentrationen und dem gesamten Kurvenverlauf

deutliche Ahnlichkeiten (Abb. 3.19. a-c).
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Abb. 3.19. zeigt die vergleichenden Versuche zur
Verwendbarkeit von kryokonservierten PBMC

a) Phytohdmagglutinin (PHA)

b) Staphylokokkus-Superantigen B (SEB)

c) CD3-Antikorper (aCD3 - UCHT:)
Die Kurzel vor den jeweilige Mitogenen stehen fur
den Einsatz nichtkonservierter PBMC (f) bzw.

kryokonservierter PBMC (k).

Ausnahme hierbei bildeten die Reaktionen auf die Recallantigene Tetanustoxoid

(TT) und Tuberkulin (PPD). Hier stellten sich im gesamten Kurvenverlauf nur

bedingt Ahnlichkeiten zwischen den verwendeten frischen und kryokonservierten

PBMCs dar (Abb. 3.20. a-b).
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a) b)
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Abb. 3.20. zeigt die vergleichenden Versuche mit Recallantigenen zur Verwendbarkeit von kryokonservierten
PBMC

a) Tuberkulin (PPD)

b) Tetanus-Toxoid (TT)
Die Kurzel vor den jeweilige Mitogenen stehen fiir den Einsatz nichtkonservierter PBMC (f) bzw.

kryokonservierter PBMC (k).

Nach Beurteilung der Kurvenverlaufe wurden die gewonnenen PBMC bei —70°C

eingefroren bis alle Zellen einer Verlaufsbeobachtung fiir einen Patienten vorlagen.

3.5.1.3. Untersuchung von verschiedenen 96 well Plattenformen

Getestet wurden hier die Auswirkungen der Bodenform der verwendeten 96-Loch-
Platten auf die Proliferation der PBMCs fir die Recallantigene und dem
CD3-Antikérper UCHT;. Der enge Zell-zu-Zell-Kontakt induziert eine verstérkte
Proliferation. Dieser Kontakt wird auf Grund der Geometrie in Rundbodenplatten
besonders geférdert.

Nach diesen Versuchen ergaben sich fir den CD3-Antikérper UCHT; keine
Unterschiede, so dass dieser zusammen mit PHA und SEB in Platten mit flachen
Boden verwendet werden konnte. Bei den Recallantigenen PPD und TT zeigten
sich die erwarteten EinbufSen in den Ergebnissen der Proliferationsassays bei den
Lochplatten mit flachen Béden, so dass hier Platten mit runden Béden bevorzugt
wurden (Abb. 3.21.). In diesen Versuchen kamen ausschliefSlich kryokonservierte

Zellen zur Anwendung.
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a)

9

cpm

0

UCHT,
Rundboden

—— UCHT,
Flachboden

[
T
«»—1»—*—4»——4»—4/--\‘/‘

50000
40000
30000

20000

10000

T
10'10'°10°10%10710°10°10%10°10%10" 10°

Titer

—&— TT - Rundboden

—+— TT - Flachboden

o

3.5.1.4.

Kinetik der Stimulationen
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Abb. 3.21.

Auswahl der

T
0.1 1 10 100 1000

(U/ ml)

zeigt die Ergebnisse der Versuche zur

Lochformen der 96-Lochplatten.

a) aCD3 (UCHT,)
b)  Tuberkulin (PPD)
c¢) Tetanus-Toxoid (TT)

Da die verwendeten Stimulanzien ganz unterschiedliche molekulare Mechanismen

nutzen, um PBMCs zu aktivieren, ist auch der Zeitraum von der Stimulation bis

zur Proliferation der Zellen verschieden. Aus Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe

ist bekannt, dass PHA und SEB nach zwei Tagen eine maximale Aktivierung

erreicht haben. UCHT; und die Recallantigene benoétigen dafiir 4 bis 6 Tage.

In dieser Studie sollte sich auf zwei Aktivierungszeitrdume fir alle Stimulanzien

beschrankt werden. Folgende Stimulationsdauern wurden in diesem Vorversuch

daflir getestet:
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SEB, PHA 3 Tage
UCHT, 3 und 6 Tage (Abb. 3.22.)
TT, PPD 6 Tage.

Auch in diesen Versuchen wurden kryokonservierte Zellen verwendet.

a)

120000

100000 ]

80000

b UCHT, (3 Tage)

60000

cpm

40000

20000

UCHT, (6 Tage)

0
T T
100000 10000 1000 Abb. 3.22. zeigt die Ergebnisse der Versuche zur

Feststellung der Stimulationsdauer far aCD3

(UCHT,).

Titer

Aus diesen Experimenten ergaben sich praktikable Stimulationszeitrdume far
PHA, SEB und UCHT; von 3 Tagen, so dass diese drei Mitogene zusammengefasst
werden konnten. Fiar TT und PPD erwiesen sich 6 Tage als geeigneter

Stimulationszeit.

3.5.1.5. Verwendete Konzentration der Mitogene

In allen zur Optimierung der Versuchsreihe durchgefiihrten Vorversuchen wurden
Titrationsreihen der Mitogene verwendet, um daraus auch die zu verwendenden
Maximalkonzentrationen zu ermitteln.

Nach den vorangegangenen Vorversuchen wurden in der Versuchsreihe mit den

PBMC der Probanden die Mitogene, wie in Tabelle 3.3. aufgeftihrt, eingesetzt.
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Tabelle 3.3.: Konzentrationen der verwendeten Mitogene zur maximalen Stimulation der PBMC und die dazu

gehorige Stimulationsdauer

Mitogen Konzentration/Verdlinnung Stimulatiosdauer
PHA Sug/ml 72h
SEB lug/ml 72h
UCHT; 1:1000 72h
PPD 125U/ml 148h
TT 20ug/ml 148h

3.5.2. Versuchsreihe mit den Patienten-PBMC

Die in dieser Arbeit benutzten Mitogene waren Superantigene (SEB), Recall-
Antigene (PPD, TT), ein direkter CD3-Antikérper (UCHT;) sowie das Lectin
Phytohdmagglutinin (PHA).

Das hier verwendete hochgereinigte PHA stimuliert die Zellen tiber unspezifische
Bindungen an Oberflaichenzuckern. Die Stimulation ist dementsprechend
unabhangig von Antigenprasentierenden Zellen (APCs).

SEB ist ein Sekretionsprodukt von Staphylokokkus aureus. Es vernetzt den T-
Zellrezeptor des Lymphozyten mit dem MHCII-Komplex der APC, dabei agiert es
antigenunabhéngig. Diese Stimulation ist aber von den Monozyten, die ebenfalls
in den PBMCs enthalten sind, abhéangig. Sie fihrt zu einer polyklonalen
Proliferation.

CD3-Antikorper fihren durch direkte Bindung an das CD3-Molekdl des T-
Zellrezeptorkomplexes zu einer polyklonalen Stimulation. Diese wird durch
Konformationsdnderungen des Rezeptorkomplexes und intrazellulare
Phosphorylierungen mit fortschreitender Signaltransduktion ausgeldst.
Recall-Antigene sind bakterielle oder fungoide Substanzen, mit denen ein Koérper
wahrscheinlich bereits in Kontakt (Impfung, Krankheit) getreten ist, so dass eine
Immunitat besteht. Bei Neukontakt kommt es dann zur zweiten zelluldren
Immunantwort. In der Diagnostik kénnen solche Antigene zur Prifung der
zellvermittelten Immunitét z.B. bei AIDS genutzt werden.

Insgesamt liefS sich feststellen, dass nach dem chirurgischen Eingriff die
Reaktionsfdhigkeit der PBMCs abnahm. Im Laufe des Beobachtungszeitraumes
(8.Tag postoperativ) normalisierte sich die Mitoserate fir die meisten Stimulanzien

wieder.
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Bei den Auswertungen der stimulierten PBMC mit PHA als APC-unabhingiges
Stimulanz sowie mit dem Superantigen SEB als APC-abhéngige Stimulation fielen
eine zunachst relativ konstant bleibende, am Tag drei postoperativ jedoch eine
verminderte Proliferationsfahigkeit auf. Im spéaten postoperativen Stadium zeigte
sich eine Hyperreaktivitidt der T-Zellen, die im Falle des PHA sogar das Doppelte
des Ausgangsniveaus betrug (Abb. 3.23.)
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Abb. 3.23. zeigt die Ergebnisse der Experimente mit Patienten-PBMC, alle Daten wurden auf den Tag null
normiert (Mediane).

a) PHA

b) SEB
Das Minimum lag bei beiden Mitogenen am dritten Tag postoperativ. In der spaten postoperativen Phase

zeigte sich eine Uiberschiefende Proliferation.

Auf den aCD3-Antikérper wiesen bereits die PBMCs eine verminderte Mitoserate
auf, die am ersten Tag postoperativ gewonnen wurden. In den Folgetagen
normalisierte sich die Reaktionsfidhigkeit der Zellen (Abb. 3.24.a). Auch auf die
Recallantigene zeigten die PBMC vom ersten Tag nach der Operation eine
Reduktion der Proliferationsfdhigkeit. Die niedrigste Thymidininkorporation wurde
bei PBMCs vom dritten postoperativen Tag gemessen. Wéiahrend sich die
Reaktionsfahigkeit der Zellen auf das Tuberkulin in der Folgezeit normalisierte,
blieb die Proliferation nach Stimulation mit Tetanus-Toxoid Uber den gesamten

Zeitraum verringert. (Abb. 3.24.b-c).
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Abb. 3.24. zeigt die Ergebnisse der Experimente mit
Patienten-PBMCs, alle Daten wurden auf den Tag
null normiert (Mediane);

a) bei der Stimulation mit UCHT: war bereits bei
Zellen vom ersten postoperativen Tag die
Proliferationsfahigkeit verringert;

bei PPD (b)) und TT (c¢)) lag das Minimum am dritten

Tag postoperativ.

Anzumerken ist, dass trotz Normalisierung starke individuelle Schwankungen in

den

Ergebnissen

zu

beobachten

sind. Deswegen wurde auf

Signifikanzbestimmungen verzichtet und nur die Tendenz aufgezeigt.
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4. Diskussion

In zahlreichen Studien im Rahmen der Sepsisforschung sind bei traumatisierten
Patienten zum Teil erhebliche Einflisse auf das Immunsystem beschrieben. Diese
Studien schlieffen mechanisch oder thermal verursachte Traumata ein oder
basieren haufig auf Untersuchungen in der Viszeralchirurgie.60.62,80,81 Im
Gegensatz dazu ist der Einfluss chirurgischer Eingriffe auf das Immunsystems
aufderhalb des Thorax respektive des Abdomens wenig beschrieben.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Reaktionen des Immunsystems in Folge
einer orthopadischen Operation — der endoprothetischen Versorgung der Hifte.
Dabei standen zwei Fragen im Vordergrund. Zunéachst sollte geklart werden, ob
das Immunsystem in Folge des schweren invasiven Eingriffes reagiert, ohne dass
klinische Zeichen eines SIRS oder einer Infektion bestanden. Zweitens wurde der

Zeitpunkt des immunologischen Geschehens betrachtet.
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Anschliefend wurden die erhaltenen Daten mit denen anderer Studien verglichen.
Darin waren polytraumatisierte Patienten, Sepsis-Patienten sowie Malaria-

infizierte Patienten eingeschlossen.

4.1. Klinische Parameter - Kann eine schwere Reaktion

in der Art des SIRS ausgeschlossen werden?

Einfache klinische Parameter werden als wichtige diagnostische Kriterien
angesehen und koénnen schnell und kostenglinstig erhoben werden. In der
Konsenserkldrung zum SIRS/Sepsis von 1991 und auch in den folgenden
Tagungen wurden Verdnderungen der Koérpertemperatur, der Herzfrequenz und
des Blutdruckes als wesentliche Kriterien zur Diagnostik klassifiziert
(vgl. Tabelle 1.3.).65.66

Zum Ausschluss eines SIRS oder einer infektidsen Genese wund zur
Aufrechterhaltung der Einschlusskriterien wurden in der vorliegenden Studie die
Herzfrequenz sowie axial gemessene Korpertemperatur priaoperativ sowie in den
ersten sechs postoperativen Tagen dokumentiert.

Obwohl durch den operativen Stress eine Erhéhung der Herzfrequenz zu erwarten
war, wurde in der vorliegenden Studie keine eindeutige Tendenz festgestellt. Nur
vereinzelt konnten Frequenzanstiege tiber 90/min verzeichnet werden, die fir die
Diagnose eines SIRS herangezogen werden kénnten (vgl. Abb 3.1.).

Die Herzfrequenz ist jedoch sehr anfillig gegentiber kurzfristig wirkenden
Umwelteinfliissen. Zudem muss von einer Maskierung der
Sympathikusaktivierung durch zahlreiche herzwirksame Medikamente, die 69,2%
der Patienten einnahmen, ausgegangen werden. Durch derartige Stérfaktoren wird
auch die limitierte Reliabilitdt dieses Parameters im klinischen Alltag deutlich.
Ebenfalls darf der Einfluss dieser Dauermedikation auf den Blutdruck nicht
unterschétzt werden. Dieser fand daher in der vorliegenden Arbeit nur
Erwdhnung. Ein weiterer Grund daftir ist auch, dass bei zementierten
Totalendoprothesen als wunmittelbare Operationsfolge ausgepriagte arterielle
Hypotonien beobachtet wurden. Die Art des Huftersatzes (zementiert oder nicht
zementiert) stellt also eine entscheidende Variable dar.52

Bei der Messung der Kérpertemperatur kam es zu einem signifikanten Anstieg am

ersten Tag postoperativ (37,33°C) (vgl. Abb. 3.2.). Bei drei Patienten lag dieser
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Anstieg in der frihen postoperativen Phase mit >38,0°C auch im fir die SIRS-
Diagnostik relevanten Bereich. Dennoch fehlten weitere klinische Zeichen eines
SIRS oder einer Infektion.

In der Literatur sind zahlreiche stressbedingte Kérperreaktionen beschrieben, zu
denen auch ein Temperaturanstieg gehort. In Folge vielfaltiger Stressoren, zum
Beispiel korperliche Belastung, Angst oder wie in dieser Studie der chirurgische
Eingriff reagiert der Kérper mit einer Sympathikusaktivierung und einem Anstieg
des Metabolismus, woraus eine katabole Stoffwechsellage folgt. Diese
Verdnderungen werden unter anderem durch den Anstieg der Herzfrequenz sowie
der Koérpertemperatur angezeigt.82

Eine 2005 verdffentlichte Studie aus den Niederlanden zeigte ferner eine limitierte
Sensitivitdt der Messung der Kérpertemperatur in der Diagnostik einer Infektion
nach elektiven chirurgischen Eingriffen. Besonders in der frthen postoperativen
Phase kam es demnach héaufig zu falsch positiven und auch falsch negativen
Ergebnissen.83

Alter, Psyche, individuelle Kompensationsfdhigkeiten und Komorbiditaten wirken
sich entscheidend auf Heilung und auch auf das Abwehrsystem aus. Ohne
Berucksichtigung dieser Faktoren koénnen klinische Parameter entsprechend
keine eindeutigen Hinweise auf ein immunologisches Geschehen geben.84 Sie
eignen sich nur bedingt zur Diagnosestellung eines SIRS beziehungsweise einer
infektidsen Erkrankung. Hier koénnen in Zukunft biochemische oder
immunologische Parameter eine neue Qualitat in der Diagnosestellung des SIRS
bewirken.6 Bereits 1999 verodffentlichten Volk et al. eine Zusammenstellung
moglicher Parameter eines immunologischen Monitorings bei inflammatorischen
Prozessen. In einer groffen Multicenter-Studie zeigten Docke et al. 2005
weiterfihrend eine gute Reliabilitat fir die Bestimmung des HLA-DR auf

Monozyten.
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4.2. Immunologische Analyse einschliel3lich der

immunzytologischen Analyse

4.2.1. Blutbild

Im Beobachtungsverlauf waren Verschiebungen in den Zellpopulationen der
angeborenen und der adaptiven Immunitat zu erwarten. In der FACS-Analyse
wurden zur Verifizierung dieser Verschiebungen sowohl die prozentualen Anteile
als auch die Absolutzahlen der einzelnen Subpopulationen bestimmt. In der
weiteren Analyse wurde eine mogliche Verschiebung der beiden T-
Zellsubpopulationen innerhalb der T-Lymphozyten gepruft.

Die Gesamtzahl der Leukozyten stieg in dieser Analyse bereits am ersten Tag nach
der Operation signifikant an (vgl. Abb. 3.3.). Diese Erhéhung sowie die
Verschiebungen innerhalb dieser Population wurden mafigeblich durch die
Granulozyten bestimmt, die den Grofsteil der Leukozyten bilden (vgl. Abb. 3.4.).
Die Gesamtzahl dieser Population wuchs dabei um nahezu 100% gegeniiber dem
pradoperativen Stadium. Auch bei den Monozyten als weitere Komponente der
angeborenen Immunitiat war eine Zunahme in dhnlicher Relation zu verzeichnen
(vgl. Abb. 3.5.).

Im Gegenzug fielen die Lymphozyten respektive die Gesamtpopulation der T-Zellen
als Zellen der adaptiven Immunitdt in der Absolutzahl bereits am ersten Tag
postoperativ ab (vgl. Abb. 3.6 und 3.7.). Am dritten Tag postoperativ erreichte die
Differenz ein signifikantes Niveau. Entsprechende Resultate waren bei den T-
Helferzellen und auch bei den zytotoxischen T-Zellen zu verzeichnen.

In der Betrachtung der T-Lymphozyten als Basis blieben sowohl der Anteil der
CD4+* T-Zellen als auch der CD8* T-Zellen bis zum Tag 8 postoperativ konstant.
Entsprechend wies die T4/T8-Ration keine signifikanten Veranderungen auf (vgl.
Abb. 3.11,).

Diese Ergebnisse sind erste Hinweise auf eine frithe immunologische Reaktion in
der Art wie sie bei einer Entziindung beobachtet wird. Als Ursachen fur die
Zunahme der an der unspezifischen Antwort beteiligten Zellen koénnen das
operative Geschehen an sich sowie die Fremdkorperreaktion auf die
Huftendoprothese unabhingig von einer Verwendung von Knochenzement

angesehen werden. Des Weiteren bedingen die durch den Eingriff entstehenden
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metabolischen Noxen im Operationsgebiet durch Hypovoladmie, Hypoxie und
Azidose eine Zunahme dieser Zellpopulationen.3

Insgesamt deuten diese Ereignisse auf eine Inflammation hin. Da klinisch jedoch
keine Auffalligkeiten bestanden wund auf Grund der fehlenden Klinik
laborchemisch auf eine weiterfihrende engmaschige Diagnostik von
Entzindungsparametern wie Procalcitonin und CRP verzichtet wurde, kann das
jedoch nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Der hier zu verzeichnende Riuickgang des Lymphozytenanteils insbesondere der
der T-Zellen wurde mehrfach durch zahlreiche Arbeitsgruppen unter
verschiedenen Bedingungen beobachtet. So stellten Murphy et al. sowie Wick et
al. einen hoch signifikanten Abfall der CD3* Zellen als auch der Subpopulationen
bei polytraumatisierten Patienten mit einen ISS von mehr als 20 Punkten fest.85.86
Auch bei verschiedenen elektiven chirurgischen Eingriffen, abdominell, im
Retroperitonealraum oder auch kardiologisch, kam man zu Aahnlichen
Ergebnissen.87.88

Ursachlich fir die Kontraktion der Lymphozytenpopulation ist moéglicherweise
eine verstarkte Apoptose, wie sie auch beim SIRS respektive der Sepsis
beschrieben ist.89 Diese koénnte durch Stresshormone wie Katecholamine und
Kortikosteroide bedingt sein, von denen bekannt ist, dass sie die Apoptose der
Lymphozyten induzieren.”#9 Des Weiteren ist vorstellbar, dass durch die Trauma-
induzierte Aktivierung der T-Zellen Fas-Molekule starker exprimiert werden.
Daraus wirde dann die Fas-induzierte Apoptose resultieren.88.91

Da innerhalb der T-Lymphozyten keine Verschiebungen der Subpopulationen CD8
und CD4 beobachtet wurden, ist anzunehmen, dass beide gleichermafsen von
Zelluntergang betroffen sind. Dieses Ergebnis differiert damit von einer Studie von
Barbieri et al., die bei an Magenkarzinom erkrankten Patienten nach
chirurgischer Intervention eine deutliche Reduktion der zytotoxischen T-Zellen

nachwiesen. Die Population der T-Helferzellen blieb konstant.92
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4.2.2. Aktivierungsmarker der T-Zellen

Die Kontraktion oder Expansion einer immunologisch relevanten Zellpopulation
ist ein spater und eindeutiger Hinweis auf ein immunologisches Geschehen. Bevor
die Zellen allerdings in Mitose oder Apoptose eintreten, deuten Verdnderungen auf
der Zelloberflache darauf hin. Solche Aktivierungsmarker kénnen als sensitivere
Signale flr eine immunologische Antwort angesehen werden.

Das besondere Interesse dieser Studie lag auf dem Oberflachenmolektil CTLA-4
(CD152), welchem eine inhibitorische Funktion bei T-Zellen zugeschrieben wird.
CTLA-4 wird von Effektor-T-Zellen nach deren Aktivierung exprimiert und kann
entsprechend als Aktivierungsmarker angesehen werden. Daneben wird dieses
Molekul konstitutiv von regulatorischen T-Zellen gebildet. CTLA-4 wurden im
Zusammenhang mit CD3 als T-Zellmarker mikroskopisch ermittelt. Dabei wurden
sowohl intra- als auch extrazelluldare Molektiile detektiert. Die Beobachtung am
Mikroskop weist eine erhebliche subjektive Komponente auf.

Die Expressionskinetik von CTLA-4 auf T-Zellen war sowohl quantitativ als auch
qualitativ sehr individuell. In seinem dynamischen Verlauf konnte im Schnitt am
sechsten Tag postoperativ ein Maximum von 3,03% beobachtet werden (vgl. Abb.
3.14.). Auch am Tag acht nach dem chirurgischen Eingriff war CTLA-4 signifikant
gegenliber den Ausgangswerten erhoht. Bei der Auswertung der Daten fiel auf,
dass der Zeitpunkt der maximalen CTLA-4 Expression innerhalb des
Patientenkollektivs heterogen war. Deswegen wurden Patienten mit einem
Expressionsmaxima in der frihen Phase postoperativ und Patienten mit einem
Expressionsmaxima in der spaten Phase postoperativ getrennt dargestellt (vgl.
Abb. 3.15 sowie 3.16).

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Expression von CTLA-4 auf T-Zellen deutet auf
eine Aktivierung CD3* Zellen hin. Die beschriebene inhibitorische Funktion des
Markers lasst vermuten, dass am sechsten Tag postoperativ bereits das Ende der
Aktivierungsphase beginnt. Abgeschaltete T-Zellen Lkoénnen nicht mehr
proliferieren.

Da im Rahmen der Untersuchungen hier keine Expansion der CD3* Zellen
nachgewiesen wurde, bleibt die Frage, ob es sich bei den CTLA-4* Zellen wirklich
um naive T-Zellen handelt oder ob nicht vielleicht eine Ausschwemmung von
regulatorischen T-Zellen aus den sekundidren lymphatischen Organen dazu
gefihrt hat, dass mehr CTLA-4+ CD3* T-Zellen im Mikroskop beobachtet wurden.

Es ist in der Literatur beschrieben, dass das Oberflaichenmolekiill nicht nur die
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Aktivierungsschwelle von T-Zellen erhoht, sondern auch regulatorisch in das
immunologische Geschehen eingreift.93

Anzumerken ist aufSerdem, dass die hier gemessene Expression von CTLA-4
vergleichsweise gering erscheint. So zeigten Patienten mit Sepsis beziehungsweise
SIRS eine mittlere Expression von 13,2% (N.T. Majumder und B.M. Broker,
personliche Mitteilung).”” In einer Studie, die Patienten mit grofRen abdominellen
Eingriffen und unterschiedlichen Outcomes einschloss, wurden sogar bis zu 50%
CTLA-4+/CD3* Zellen gezdhlt (M. Busse und B.M. Broker, personliche Mitteilung).
Gleiches gilt fur andere Erkrankungen wie der akuten Malaria, hier wurden von
Schlotmann et al. bis zu 11% CD3*/CTLA-4* Zellen nachgewiesen.?* Diesen
Studien ist jedoch gemeinsam, dass die Patienten eine schwere immunologische
Reaktion in Folge eines SIRS oder einer Infektion durchlitten, die erhebliche
Auswirkungen auf das Immunsystem hatte.

In der hier vorgestellten Studie mit Patienten nach Einsatz einer
Totalendoprothese des Huftgelenkes konnte eine Infektion im Rahmen der
Operation nicht nachgewiesen werden. Moglicherweise ist das eine Erklarung fur
den vergleichsweise geringen Anstieg der CTLA-4 Expression nach dem invasiven
Eingriff. Weiterhin lassen diese Daten vermuten, dass der starke Anstieg der
CTLA-4 Expression in der Studie von Busse et al. nicht mit dem invasiven Eingriff
sondern mit den begleitenden Vorgingen, wie beispielsweise einer Translokation
der Bakterien aus dem Darm in Zusammenhang stehen.

Es soll an dieser Stelle noch angemerkt werden, dass weder diese noch die
weiteren hier zitierten Studien eine Unterscheidung zwischen intra- und
extrazelluldarem CTLA-4 vornahmen. Es kann deswegen nicht mit Sicherheit
gesagt werden, dass die gemessenen Verdnderungen auch tatsichlich funktionell-
physiologische Auswirkungen haben. Scheffold et al. entwickelten eine neue auf
Liposomen basierende Technik, mit der es moglich ist, extrazellulares CTLA-4

tatsdchlich vom intrazellularen CTLA-4 zu unterscheiden.95,96

Neben CTLA-4 wurden CD25, ein Teil der IL-2-Rezeptors und HLA-DR auf den T-
Lymphozyten tuberpriift. Beide Moleklile werden ebenfalls zu verschiedenen
Zeitpunkten - CD25 frih, HLA-DR spat - auf T-Lymphozyten exprimiert und
dienen als Aktivierungsmarker.

Obwohl seit langem bekannt ist, dass humane T-Zellen nach ihrer Aktivierung

HLA-DR-Molektile auf ihrer Oberflache vermehrt zeigen, ist die funktionelle Seite
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dessen noch wenig verstanden.9”7 T-Zellen sind keine professionell
antigenprasentierenden Zellen, es ist allerdings vorstellbar, dass sie in der spaten
Phase der Immunreaktion durch die Expression von HLA-DR ein gegenseitiges T-
Zellpriming ermdglichen.

Im Gegensatz zum CTLA-4 wies die Expression des CD25-Molekuls in dieser
Studie nur eine leicht ansteigende aber nicht signifikante Tendenz in der frithen
postoperativen Phase mit Maximum am Tag drei auf und wurde danach wieder
herunterreguliert (vgl. Abb. 3.12.). Dagegen blieb die Expression des HLA-DR auf
der T-Zelloberfldiche tiber den gesamten Beobachtungszeitraum relativ konstant
(vgl. Abb. 3.13.). Auch in der individuellen Betrachtung der beiden Marker konnte
keine Korrelation mit der CTLA-4-Kinetik festgestellt werden.

CD25 wird in ahnlichen Studien kontrovers diskutiert. Sweeney et al. konnten in
ihrer Arbeit, die die Einflisse von Operationen des oberen Gastrointestinaltraktes
auf das Immunsystem behandelte, signifikant erhdhte Expessionslevel fiur CD25
zeigen. Im Gegensatz dazu ermittelten Stalder et al. bei einseitig nephrektomierten
Primaten eine erhebliche Reduktion dieses Markers.80.88 Schlotmann et al.
wiederum fanden bei Patienten mit akuter Malaria keine Verdnderungen in der
Kinetik des Aktivierungsmarkers CD25 auf CD4+ T-Zellen.94 Diese kontroversen
Daten sprechen daftir, dass zumindest die CD25-Expression durch mehr
Einfltisse bestimmt wird als in einem einfachen Aktivierungsmodell kalkuliert
werden kénnen.

In Kontrast zum dynamischen Verlauf von CTLA-4 zeigten CD25 auf T-Zellen
kaum eine und HLA-DR gar keine Aktivierung der T-Zellen an. Méglicherweise
sind diese beiden Marker weniger sensitiv, um in diesem Fall einen aktivierenden
Effekt nachzuweisen.

Es ware auch moglich, dass der Anstieg CTLA-4-positiver T-Zellen im peripheren
Blut kein Anzeichen einer T-Zellaktivierung ist. Die fehlende Dynamik von HLA-
DR und CD25 konnte gleichwohl auch ein weiteres Argument daftir sein, dass

regulatorische T-Zellen die Veranderungen in der CTLA-4-Population bedingen.

AbschliefSend ist noch zu erwdhnen, dass es bei der Expression aller drei Marker
grofie individuelle Unterschiede gab. Die in dieser Pilotstudie verwendeten
durchschnittlichen Expressionen bertcksichtigen nicht die Komplexitdt von

individuellen Voraussetzungen wie Alter, physische Konstitution und Psyche.
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4.2.3. HLA-DR auf Monozyten

Neben der Prifung der Aktivierungsmarker auf T-Lymphozyten wurde auch die
HLA-Expression auf den Monozyten gemessen. HLA-DR auf Monozyten dient der
Prasentation von Antigenen. Eine vermehrte Bildung des Molekuls gilt als
Aktivierungssignal der Monozyten. Eine verminderte HLA-DR-Prasentation auf
Monozyten in Folge von Traumata steht in Verbindung mit einem erhdhten
Infektions- beziehungsweise Sepsisrisiko.63,98,99

Bereits am ersten Tag postoperativ wurde eine drastische Verringerung der
Expressionsdichte gegentiber dem préaoperativen Zustand festgestellt. In den
Folgetagen konnte wieder ein geringfligiger Anstieg HLA-DR+ Monozyten
beobachtet werden. Allerdings lag das Expressionsniveau auch am achten Tag
postoperativ noch signifikant unter den praoperativen Werten (vgl. Abb. 3.6.).
Dieses Ergebnis zeigt, dass es sich bei der endoprothetischen Versorgung des
Huftgelenkes um ein schweres Trauma handelt, das erhebliche Veranderungen in
der Monozytenpopulation induziert. Damit schlief5st es sich nahtlos an die
vorangegangenen Arbeiten verschiedener Gruppen an.

In zahlreichen Studien, in die Patienten mit Trauma, starkem Blutverlust,
Verbrennung oder Sepsis aufgenommen wurden, beobachtete man einen starken
Abfall dieses MHC-II-Molektls bereits kurz nach Eintritt der jeweiligen Ereignisse.
Zudem erscheinen Dauer und Intensitdt der HLA-DR Reduktion auf Monozyten
mit dem Outcome eng verbunden.60,100,101

Ursédchlich fur diesen Ruckgang ist ein kompliziertes Netzwerk mehrerer
Komponenten, die das Immunsystem beeinflussen. So werden Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Achse Glukokortikoide freigesetzt, die eine Reduktion
des HLA-DR durch anti-inflammatorische Zytokinfreisetzung, insbesondere IL-10,
bewirken. Auch die Katecholamine des sympathischen Nervensystems sind an
diesen Mechanismen beteiligt. Zudem ist eine Balanceverschiebung innerhalb der
T-Helferzellen zu Gunsten der anti-inflammatorischen Th2-Antwort durch IL-10
bekannt.102 Das fuhrt zur fehlenden Stimulation der Thl-Zellen und somit
wiederum zur herabgesetzten Expression des HLA-DR auf Monozyten.56,74,103

Wie einleitend bereits angedeutet, haben die Schwere des Traumas oder der
Sepsis einen erheblichen Einfluss auf die Dauer und Intensitit der HLA-DR-
Reduktion. Insbesondere die Dauer der HLA-DR-Reduktion scheint eine
erhebliche Rolle im Outcome der Patienten zu spielen. Hershman et al.

beobachteten eine Ruickkehr auf das Normalniveau des HLA-DR Dbei

82



Diskussion

unkomplizierten Fallen nach einer Woche, bei Genesung der Patienten nach einer
Sepsis nach drei Wochen. Bei Patienten, die spater verstarben, kehrte das HLA-
DR tuber den gesamten Beobachtungszeitraum nicht zum Ausgangsniveau
zurick.98

Weitere Studien, in denen man den Einfluss der Sepsis nach einem Trauma
untersuchte, erzielten &hnliche Ergebnisse. So konnten Dischtkowski et al. eine
starkere Reduktion der HLA-DR Expression bei septischen Patienten nach
Trauma, verglichen mit traumatisierten Patienten ohne Sepsis zeigen.10! Wakefield
et al. verglichen Sepsis und Non-Sepsis Patienten nach grofier elektiver
Resektionschirurgie im Abdomen und erhielten dhnliche Ergebnisse.??

Auf diesen Daten aufbauend kann geschlussfolgert werden, dass auch der Einsatz
einer Totalendoprothese des Hiftgelenks ein schweres chirurgisches Trauma
induziert. Daftir spricht, dass die HLA-DR-Expression der Monozyten Uber den
Untersuchungszeitraum die Basisexpression nicht wieder erreichte.

Der Einfluss der Schwere des Traumas oder eventueller Komplikationen konnte in
dieser Studie nicht bestimmt werden. Dennoch gibt es Bestrebungen auch in der
prothetischen Chirurgie minimalinvasiv zu operieren. Vergleichende Studien der
Viszeralchirurgie, in denen laparoskopische und offene Verfahren
gegenubergestellt wurden, konnten glnstigere Ergebnisse in Bezug auf die
HLA-DR-Reduktion zeigen.61

Die Dichte der MHC-Molekiile auf Monozyten wird nach den bisherigen
Untersuchungsergebnissen als guter Marker zum Monitoring einer schweren
temporaren Immunsuppression nach Trauma, chirurgischem Eingriff oder Sepsis
eingeschéatzt. Bislang scheiterte die klinische Nutzung dieses Parameters aber an
den fehlenden Standards. In der 2005 verdffentlichten Studie von Décke et al ist
jedoch ein mogliches Testsystem optimiert und mit guten Ergebnissen getestet

worden. 63,104
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4.3. Proliferationsfahigkeit in vitro

Seit langem ist bekannt, dass thermische oder mechanische Traumata eine
Veranderung der T-Zellaktivierung induzieren und dass das Ausmafs der
Veranderung wahrscheinlich durch die Natur des Traumas bedingt, variiert.81 Im
Rahmen dieser Arbeit war es interessant zu schauen, ob T-Zellen zu
verschiedenen Zeiten nach der Operation im gleichen Mafse aktivierbar sind wie
vor dem chirurgischen Eingriff. Um das in einem in vitro-System zu Uberprtfen,
wurde die Proliferationsfihigkeit von PBMCs verschiedener Zeitpunkte
untersucht. Die eingesetzten Stimulanzien griffen dabei auf verschiedenen Ebenen
der APC-T-Zell-Interaktion ein.

Beim Betrachten dieser Ergebnisse muss berticksichtigt werden, dass die Zellen
zur Synchronisierung des Versuchs konserviert wurden. Dabei kam es zu
unterschiedlich hohen Zellverlusten durch das Einfrieren, so dass nicht fir alle
Proliferationsversuche gentigend Zellen zur Verfiigung standen. Von drei Patienten
konnten keine PBMCs kultiviert werden.

Die APC-unabhiangige Stimulation mit PHA zeigte in den getesteten neun
Patienten eine deutlich rtickldufige Tendenz der Proliferationsfahigkeit um etwa
30% am dritten postoperativen Tag (vgl. Abb. 3.23.a). Bemerkenswert an dieser
Messung war die um etwa 100% UberschiefSende Reaktion der PBMC am achten
Tag postoperativ.

Dieses Resultat konnte auf eine verminderte Fahigkeit der Proliferation in der
frihen postoperativen Phase und somit eine Suppression der T-Lymphozyten
hindeuten. Faist et al. zeigten bereits eine verminderte Proliferationsfdhigkeit der
PBMCs von Patienten mit schweren Verletzungen. Naldini et al. beobachteten in
der kardiopulmonalen Bypasschirurgie ebenfalls eine reduzierte Proliferation nach
PHA-Stimulation.105,106

In dieser Studie entspricht die Reduktion in der Proliferationsfdhigkeit auf PHA
aber auch in etwa dem Ruckgang der Gesamt-T-Zellzahl zu diesem Zeitpunkt. Da
fir den Assay PBMCs und keine gereinigten T-Zellen verwendet wurden, muss die
Kontraktion der T-Zellpopulation in die Bewertung dieses Assays integriert
werden.

Dies erklart aber nicht die iberschieffenden Reaktionen am Tag acht, da hier die

Anzahl der T-Zellen nicht in gleichem Mafe zunahmen. Diese Reaktion hangt
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moglicherweise mit der Rekrutierung neuer Lymphozyten aus den peripheren
lymphatischen Organen im spaten postoperativen Stadium zusammen.

Zum anderen ist nicht auszuschlieBen, dass diese Suppression ein
ausschliefSliches Resultat des in vitro-Systems ist. PHA als sehr starker Stimulus
konnte in - bereits durch den Eingriff und die Kryokonservierung aktivierten -
PBMCs eine Anergie induzieren, weil das maximal moégliche Aktivierungssignal

uberschritten wurde.

Die APC-abhangige Stimulation erfolgte zum einen mit UCHT;, einem anti-CD3-
Antikérper. Dieser Antikérper bindet an das CD3-Molektl der T-Zelle, welches
sich fir die Signaltransduktion in das Zellinnere verantwortlich zeichnet.
Kostimulatorische Signale werden hier durch die APCs geliefert. In diesem Ansatz
war demnach eine Reaktion aller T-Zellen zu erwarten. Das Experiment zeigte eine
Verringerung der Mitoserate um etwa 60% am ersten Tag postoperativ (n=8) (vgl.
Abb. 3.24.a). In den Folgetagen stieg die Proliferationsrate bis zum préoperativen
Niveau am achten Tag postoperativ langsam wieder an.

Die verminderte Mitosereaktion auf UCHT; entspricht jedoch nicht dem Verlust an
Lymphozyten im peripheren Blut. Sie kénnte auf Internalisierungsvorgénge der T-
Zellrezeptorkomplexe, moglicherweise durch vorangegangene Aktivierung der
Zellen verursacht sein. Auch die kostimulatorischen Molektile, zum Beispiel CD28
auf T-Lymphozyten und B-7-Molekiile auf den APCs kénnten herunterreguliert
worden sein.

Als zweites APC-abhangiges Stimulanz kam das bakterielle Superantigen SEB zur
Anwendung. Eine SEB-induzierte Aktivierung ist ebenfalls von den
MHC II-Molekiillen auf den APCs abhiangig. Sie ist spezifitAitsunabhangig und
betrifft etwa 20-30% der T-Zellen.107 Analog zur Stimulation mit PHA konnte bei
SEB ein Ruckgang der Proliferationsfihigkeit mit Minimum am dritten Tag
postoperativ.  bei den getesteten acht Patienten beobachtet werden
(vgl. Abb. 3.23.b). Auch bei der Stimulation mit SEB war im spéten postoperativen
Stadium eine stark tiberschiefiende Antwort um etwa 50% zu verzeichnen.

Die Reaktion auf SEB ist in der Interpretation analog zu PHA zu betrachten. Auch
hier entspricht die Reduktion in der Proliferationsfahigkeit in etwa auch dem
Ruickgang der Gesamt-T-Zellzahl zu diesem Zeitpunkt. SEB ist ebenfalls ein sehr
starkes Stimulanz und koénnte eine Anergie durch die Uberschreitung des

maximal méglichen Aktivierungssignals induzieren.
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Denkbar ist auch eine verringerte Expressionsdichte von HLA-DR-Molektilen auf
Monozyten, die die verminderte Proliferationsrate verursacht. In der Literatur gibt
es allerdings Hinweise, dass offenbar eine verminderte Antigenprasentation auf
Monoztyten tUber HLA-DR nicht zwangsweise 2zu einer verminderten

antigenprasentierenden Funktion der Monozyten fihrt.60

In der nachsten Ebene der APC-T-Zell-Interaktion wurde Uberprift, wie die T-
Zellen in der ,zweiten“ Antwort mit Recall-Antigenen reagieren. Dieser Ansatz
testete die Proliferationsfahigkeit von Memoryzellen in einem APC-, Spezifitats-
und Kostimulus-abhéngigen Weg. Hier kamen Tuberkulin (PPD; n=6) und
Tetanus-Toxoid (TT; n=4) zum Einsatz. Auch bei diesen Stimulanzien konnte
bereits am ersten Tag postoperativ eine Verminderung der Reaktivitdt verzeichnet
werden, die am dritten Tag noch erheblich starker ausfiel. Eine normale Reaktion
auf die Recall-Antigene wurde in der spéten postoperativen Phase nur fur das
Tuberkulin erreicht. Die Reaktion auf das Tetanus-Toxoid blieb auch in der
spaten postoperativen Phase erniedrigt (vgl. Abb. 3.24b, c¢). Ahnliche Ergebnisse
mit Tuberkulin (PPD) beschrieben Leroux et al. nach offen chirurgischen
Eingriffen am Herzen.108

Diese Ergebnisse legen dar, dass die Patienten in ihrer Memory-T-Zellantwort im
Nachteil sind. Welche Rolle hierbei die verringerte Gesamt-T-Zellzahl spielt, lasst
sich schwer abschéitzen. Memory-T-Zellen stellen ohnehin eine kleine, limitierte
Population im T-Zell-Pool dar, die bei Bedarf aus den lymphatischen Organen
rekrutiert werden kann. Sie sind weitgehend unerforscht, deswegen kénnen in
dieser Arbeit auch die Einflisse von Stresshormonen und Trauma-induzierter
Apoptose, die hier als ursachlich fir den Ruckgang der Gesamt-T-Zellzahlen
angesehen werden, nicht abgeschétzt werden.

Letztlich bestatigen diese Ergebnisse den Eindruck, dass in den Patienten am
dritten Tag postoperativ tatsdchlich eine geringfligige Suppression auf T-Zell-

Ebene vorlag.
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4.4. Fehlerbetrachtung und Ausblick

In weiteren Untersuchungen ware es ratsam, das Gesamtspektrum der
Untersuchungen zu verdndern. Zusatzlich zu den klinischen Daten sind
laborchemische Entzindungsparameter wie CRP oder das Procalcitonin zu
bestimmen. Diese Variablen liefern eine sensitivere Ausschlussdiagnostik in
Bezug auf inflammatorische Prozesse. Parallel zu diesen Daten kénnten bereits
préoperative  Bestimmungen des Kortisolspiegels im Blut wund der
Vanilinmandelsdure im Urin als Abbauprodukt der Katecholamine vertiefende
Daten in Bezug auf die individuelle Stressbeurteilung liefern.

Wie bereits erwdhnt, waren auch die Marker HLA-DR, CD25 und CTLA-4
individuell sehr wunterschiedlich exprimiert. Diese erste Studie mit zwoIf
Probanden konnte keine Korrelationsuntersuchungen zwischen diesen
immunologischen Parametern und individuellen Voraussetzungen wie Alter,
physische Konstitution und Psyche leisten. Mit solchen Untersuchungen wiirde es
vielleicht besser gelingen, ein homogeneres Probandenkollektiv in die Studie zu
integrieren.

Eine weitere subjektive EinflussgrofSe dieser Arbeit war das Auszdhlen der
fluoreszenzgefarbten PBMCs per Mikroskop. Um weitestgehend Erwartungen des
Experimentators auszuschalten, wurde in dieser Studie eine einfach blinde
Arbeitsmethode genutzt. Trotzdem blieb die bereits angesprochene Subjektivitat in
diesem Zahlverfahren. Darauf deuten die zum Teil erheblichen Schwankungen in
den Darstellungen des CTLA-4 hin. Diese kénnten durch den Einsatz eines Laser-
Scanning-Mikroskopes ausgeschaltet werden. Die Vorteile des LSC sind eine
objektive Messung mit héherer Sensitivitit sowie die Messung aller Zellen auf
einem Zytospin in angemessener Zeit. Die Nachteile sind der hohe technische
Aufwand sowie ein weiterer Farbeschritt durch einen Kernfarbstoff, der Zellen flir
das Mikroskop erkenntlich macht. Langfristig liefern moéglicherweise andere
Verfahren deutliche Vorteile. Eines dieser Verfahren stellt eine optimierte FACS-
Messung dar. Wichtig ware in diesem Zusammenhang die Unterscheidung
zwischen intra- und extrazellulirem CTLA-4.33.95 Weiterfihrend koénnten hier
neuere Methoden wie RT-PCR oder sensitivere ELISA-Techniken einen zeitlichen,
finanziellen und qualitativen Vorteil bringen.

Optimierungsbedarf besteht weiterhin bei den Untersuchungen der

Proliferationsfahigkeit von PBMCs der Patienten. Die gewonnenen PBMCs in den
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Experimenten reichten trotz zahlreicher, gelungener Vorversuche mit der gleichen
Menge Blut nicht aus, um alle Mitogene zu testen. Im Nachhinein ist als
Hauptgrund das Verfahren mit kryokonservierten Zellen zu nennen. Zum einen
erwies sich das verwendete Einfriermedium mit einem hohen Anteil an Medium
suboptimal. Haufig kam es zu nicht resuspendierbaren Verklumpungen der
konservierten Zellen, so dass ein wesentlicher Anteil der PBMC auf diesem Wege
verloren ging. Ein zweiter wesentlicher Punkt war der Auftauprozess. Obwohl
auch dieser in den vorherigen Versuchen getestet wurde, war die Ausbeute an
vitalen PBMCs nicht ausreichend. Die Spanne des Anteils an vitalen PBMC nach
dem Auftauprozess lag zwischen 20% und 90%.

Um die T-Zellreaktivitidt besser zu testen, sollten in Zukunft weitere Techniken
berticksichtigt werden — zum Beispiel die Charakterisierung des Zytokinspektrums
der Zellen. In vielen juingeren Studien wird dieses Verfahren anstatt der
Ermittlung der Proliferationsfahigkeit mit 3H-Thymidin genutzt. Entsprechend
kénnen die ermittelten Daten effizienter verglichen werden. Im Rahmen dieses
Experimentes lassen sich dann auch Verschiebungen innerhalb der T-

Helferzellpopulation, Th1 und Th2, anhand des Zytokinmusters bestimmen.
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5. Zusammenfassung

Diese Pilotstudie untersuchte den Einfluss eines elektiven chirurgischen
Eingriffes auf das Immunsystem. Eingeschlossen waren 12 Patienten, die
einen prothetischen Ersatz eines Huftgelenkes erhielten.

Um eine aus der Operation resultierende Infektion auszuschliefSien, wurden
Temperatur, Herzfrequenz und Blutdruck als einfache klinische Parameter
einen Tag vor dem Eingriff sowie vom ersten bis zum sechsten Tag
postoperativ bestimmt. Fiir die immunologischen Untersuchungen entnahmen
wir den Patienten prioperativ sowie am ersten, dritten, sechsten sowie achten
Tag postoperativ Blut.

Die Anteile von Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten wurde im
Durchflusszytometer bestimmt. Der Phénotyp der T-Zellen wurde zur

Charakterisierung des Aktivierungsstatus einbezogen, CTLA-4, CD25 und
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HLA-DR analysierten wir immunzytochemisch. Die Funktionsfdhigkeit der T-

Zellen wurde in Proliferationsassays Uberpruft.

Im Rahmen des hier beschriebenen chirurgischen Traumas konnte bei keinem
der Patienten mit den erhobenen klinischen Parametern eine Infektion
festgestellt werden. Im peripheren Blut wurden eine Expansion von
Granulozyten- und Monozytenpopulationen sowie eine Reduktion der
peripheren T-Zellen festgestellt. Daraus resultierte allerdings keine
Balanceverschiebung der T-Zellsubpopulationen.

Die Expression der Aktivierungsmarker CD25 (friith) und HLA-DR (spat) auf T-
Zellen veranderten sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nicht
signifikant, CD25 zeigte lediglich einen ansteigenden Trend am dritten Tag
postoperativ. Das funktionell inhibitorische Molektil CTLA-4 wurde
postoperativ vermehrt detektiert. Die Expression erreichte am sechsten Tag ihr
Maximum mit 3,03% CTLA-4+ T-Zellen gegenuber 0,9% Basisexpression
praoperativ. Im Gegensatz dazu waren bereits einen Tag nach dem Eingriff
signifikant niedrigere Level an HLA-DR Molektile auf Monozyten detektierbar
Uber den tatsichlichen Aktivierungszustand der T-Zellen kann abschlieflend
nur spekuliert werden. Die erhohte CTLA-4 Expression koénnte ein Indikator
daftir sein, dass dieses inhibitorische Molektl ein sensitiverer Marker als HLA-
DR und CD25 auf T-Zellen ist. Andererseits lasst es sich nicht ausschliefSen,
dass der hoéhere Anteil CTLA-4+ Lymphozyten auf eine Ausschwemmung von
regulatorischen T-Zellen aus der Peripherie zurtickzufiithren ist. Daftr
sprechen auch die durchgefiihrten Proliferationstest.

In diesen konnte am dritten Tag postoperativ eine Verringerung der T-
Zellproliferation festgestellt werden. Sie war unabhangig davon, ob das
Stimulanz von APCs, Antigenen oder Kostimulation abhangig war. Es konnte
in dieser Arbeit nicht eindeutig geklart werden, ob diese reduzierte Expansion
auf der verringerten T-Zellzahl basierte oder ob es sich um eine aktive
Immunsuppression handelte.

Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse flir einen geringfligigen Einfluss des
chirurgischen Eingriffes auf das Immunsystem. Die genauen Mechanismen
konnten in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig geklart werden. Allerdings

deuten die Ergebnisse aus den Funktionstests darauf hin, dass die T-Zellen
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schwerfélliger auf Antigene jeglicher Art reagieren. Dies kénnte zu einem erhohten

Infektionsrisiko nach Operationen beitragen.
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Anhang

Patientendaten

1. Vorerkrankungen und Medikation

Patient Vorerkrankungen Dauermedikation OP - Medikation Ir\J/Ic;sdtiokpaetriz;ive
HP 001 1965 Appendektomie Atacand 16mg Fragmin P forte 1x1 Cefuroxim 2x1500mg
1991 Hyperurikamie Nitre Puren 20 Faustan 5mg Nystatin Zinkpaste
1995 Diabetes mellitus Beza 400 ret. Dormicum 7,5mg Tavanic 2x500
1995 art. Hypertonie Allopurinol 300 ﬁ;%?g?\tegﬁ.) Fragmin P forte 1x1
Mix 25 0,5% Bupi + Adrenalin
Naropin 0,2%
Fentanyl 0,2mg
Nimbex 1/9mg
Atropin 5mg
Kalisus 10mg?
Trapanal 400mg
Unacid
Cefuroxim 1,5g (Zinacef)
HR 002 2000 Z.n. Pneumonie Diclo 50 Fragmin P forte 1x1 Cefuroxim 2x1500mg
1990 art. Hypertonie Enadura 5 Cefuroxim 1,5g (Zinacef) | Fragmin P forte 1x1
Adipositas Amitriptylin 25 0,5% Bupi Vioxx 25mg
Z.n. Tonsillektomie Quinke 25% Tramal long
1968 Appendektomie Enadura Tramal 4x20Trp
1998 Leistenbruch Dormicum Eisensulfat
EG 003 chron. Lumboischalgie Ossofortin forte Fragmin P forte 1x1 Cefuroxim 2x1500mg
Osteoporose Liposic Gel Cefuroxim 2x1500mg Dipidolor7,5mg
Eériicbhbtéil(;gerésthesien Radedom 5mg Fragmin P forte 1x1
Activel (Hormone) Dormicum 7,5mg Tramal 4x20Trp
Fentanyl (FNT) 0,2% Tramundin ret.
Nimbex 2/6mg Tramal long
Trapanal 400mg Eisensulfat
Clonidin 75mg Benzocain Drg.
Bifiteral
EH 004 art. Hypertonie Diclofenac 75 Fragmin P forte 1x1 Ca-BT 500
Eisensulfat 150 Cefuroxim 2x1500mg Tramundin ret.
E\IAiI(;-r:?)Tolzi-SNifedipin) L[Clisatracurin 19 Tramal 4X20Trp
Fentanyl (FNT) 0,2% Dipidolor7,5mg
Tiopental 500 Cefuroxim 2x1500mg
Vropidil Fragmin P forte 1x1
Clonidin 75mg
Renifatanil
Dormicum 12,25mg




Anhang

postoperative

Patient Vorerkrankungen Dauermedikation OP - Medikation Medikation
WH 005 | art. Hypertonie Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
Koronarinsuffizienz Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
Z.n. Myokardinfarkt Stilnox 10mg Dipidolor7,5mg
Lipidstoffwechselstérung Dormicum 7,5mg Fragmin P forte 1x1
Cholezystektomie 1993 Fentanyl (FNT) 0,2% Jenacard ret. 20mg
Tiopental 500 Acercomp nite?
Nimbex 10
Clonidin 75mg
Atguen? 0,5
PO 006 Masern, Mumps Valoron N ret. Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
art. Hypertonie Losferon Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
7D;clltl))f)enac 751D (Diclac Dormicum 15mg Tramundin ret.
Fentanyl (FNT) 0,2% Dipidolor7,5mg
Tiopental 500 Fragmin P forte 1x1
Nimbex 10
MS 007 1981 Cholezystektomie Cordanum 100 Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
1964 Nabelbruch Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
art. Hypertonie Dormicum 7,5mg Tramundin ret.
Scharlach, Masern, Bupivacain 0,5% Dipidolor7,5mg
Mumps
Akrinor Fragmin P forte 1x1
RK 008 art. Hypertonie ASS 100 Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
Z.n. Ruhr 1945 Mobloc Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
Z.n. Lungen-TBC 1948 Dormicum 7,5mg Tramundin ret.
§'7n' Huftankylose 1953- Bupivacain 0,5% Dipidolor7,5mg
iér;élBeckenosteotomie l Fentanyl (FNT) 0,1% Fragmin P forte 1x1
Z.n. Knie-TEP li 2001 Tiopental 500 Eisensulfat
Nimbex 179 Cerucal
Propofol 2%
VP 009 art. Hypertonie Concor 5 Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
1960 Tonillektomie Eisen-Thbl Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
(133)7 Z.n. Leistenbruch re Dormicum Tramundin ret.
2000 Horsturz DMBP 2,5 Dipidolor7,5mg
Fentanyl (FNT) 0,2% Fragmin P forte 1x1
Tiopental 500 Unacid
Nimbex 179
Akrinor
JF 010 art. Hypertonie Bisoprolol 5 Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
Adipositas Delix 25 Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp

Celebrex 200

Dormicum
Succicuran 120
Fentanyl (FNT) 0,2%
Trapanal 600
Nimbex

Akinor

Tramundin ret.
Dipidolor7,5mg
Fragmin P forte 1x1
Imodium
Allopurinol
Colchysal? 10




Anhang

postoperative

Patient Vorerkrankungen Dauermedikation OP - Medikation Medikation
WG 011 | art. Hypertonie Diclofenac 50mg Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
1990 Peronaeusparese li Corifar uno Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
1998 Hundebiss re. Hand Dormicum Tramundin ret.
1998 Kunstlinse li Propofol Dipidolor7,5mg
Quindu 25g? Fragmin P forte 1x1
Carbostesin 0,5% Ximovan
UM 012 art. Hypertonie Pentalong 50 Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg
Hyperlipoproteindmie Codamed 100 TAH Fragmin P forte 1x1 Tramal 4X20Trp
Z.n. Sectio (1966; 1970) Locol 80 ret. Dormicum Tramundin ret.
Propofol Dipidolor7,5mg
Fentanyl (FNT) 0,2% Fragmin P forte 1x1
Nimbex Eisensulfat
Desfluran Calcium
AR 013 1954 Z.n. Appendektomie | Rantudil Cefuroxim 2x1500mg Cefuroxim 2x1500mg

1966 Blasenmole

Fragmin P forte 1x1
Dormicum 7,5mg
Trapanal 350
Fentanyl (FNT) 0,1%
Nimbex 174

Desfluran

Dipidolor7,5mg

Fragmin P forte 1x1
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Anhang

Immunzytologische Analyse von CTLA4+/CD3+ Zellen

CD3+ [%)] CTLA4+/CD3+ [%]

Patient | Messung | Tag0 | Tag1l | Tag3 | Tag 6 | Tag 8 TagO | Tagl | Tag3 | Tag6 | Tag 8
HR 002 1. 34 31 39 42 40 1,1 4,2 0 0 0
2. 53 46 52 47 46 0,9 4,6 2,3 2,4 0,8
EG 003 1. 61 55 48 51 59 0 0,4 1,4 0 2,7
2. 51 49 47 52 48 0,9 1,4 11,7 1,4 1,4
EH 004 1. 56 60 57 57 59 0,4 0 1,5 3,6 0,9
2. 45 53 49 48 54 0,8 1,6 0,9 7,1 0,9
3. 51 49 50 49 48 0,4 1,7 2,4 2,5 0,4
WH 005 1. 47 48 50 49 54 2,2 0,5 0,4 3,8 0,5
2. 51 56 48 48 51 1,9 1,7 1,6 5,8 1,2
MS 007 1. 36 39 28 32 52 0 2,9 1,3 1,5 0
2. 47 43 42 41 46 1,3 0,8 2,1 3,1 5,2
3. 51 49 46 48 51 1,3 1,7 0,9 3,2 3,6
RK 008 1. 56 47 51 52 49 0,9 0,5 1,9 51 53
2. 51 45 47 51 50 0,8 1,6 0,9 6,1 4,3
VP 009 1. 58 52 54 56 58 1,4 2,5 0,4 1,6 3,7
2. 47 49 53 45 55 0,4 0,8 0,8 1,2 4
JF 010 1. 48 39 40 41 38 2,1 1,4 0 1,9 4,1
2. 49 33 34 45 32 0,5 0,8 0,9 0,5| 10,9
WG 011 1. 54 50 50 55 65 0,5 1,5 5,6 1,5 0,8
2. 44 44 42 53 48 0,8 3,1 0,8 2,5 1,8
3. 50 46 45 49 50 0,8 51 3,4 51 2,5
UM 012 1. 53 49 63 49 61 1 1 0,5 4,3 2,5
2. 53 47 56 54 55 2,1 4,1 1,7 9 8,3
3. 56 56 54 52 51 1 2,4 1,9| 11,3 7,7
AR 013 1. 42 45 40 36 48 1 0,8 6,1 6,6 2,7
2. 56 58 50 51 52 1,6 1,5 3,7 1,7 4,3
3. 50 53 48 46 50 1,9 5,9 2,8 2,1 6,4
4. 49 47 48 52 52 0,7 2,9 5,0 3,0 1,5

Kontrolle
SP 014 1. 52 50 58 50 54 0,3 0,3 0 0,5 0
SP 015 1. 53 48 51 48 50 0 0 0 0 0
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A

Fluoreszenzanalyse des immunologischen Status

Tag O — praoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR013 SP 014 | SPO15

Leuk(Gpt/]) 9,33 5,45 7,43 4,65 7,41 3,88 5,76 5,42 4,23 6,34 3,71 6,63 5,48 4,99
Lymph(Gpt/]) 2,49 1,68 2,64 1,52 2,51 1,59 2,64 1,61 1,46 1,43 1,05 1,28 1,38 2,24
Lymph(%) 26,65 30,90 35,56 32,77 37,37 33,90 41,09 45,80 29,71 34,58 22,53 28,23 19,35 25,16 44,82
Mono(Gpt/]) 0,93 0,54 0,54 0,40 0,70 0,33 0,37 0,41 0,53 0,41 0,20 0,36 0,34 0,58
Mono(%) 10,02 9,82 7,30 8,68 7,81 9,47 8,40 6,50 7,56 12,63 6,48 5,41 5,43 6,19 11,58
Granulo(Gpt/]) 5,91 3,23 4,24 2,72 4,20 1,96 2,75 3,40 2,23 4,50 2,46 4,99 3,76 2,18
Granulo(%) 63,34 59,28 57,13 58,54 54,83 56,62 50,51 47,70 62,73 | 52,79 70,99 66,36 75,22 68,65 43,60
T-Zellen(Gpt/]) 1,63 1,21 2,01 0,98 1,54 1,08 1,92 1,10 0,91 0,76 0,74 0,98 0,95 1,62
T-Zellen(%) 17,43 22,20 27,05 21,14 29,04 20,74 27,78 33,41 20,33 | 21,44 11,97 19,96 14,75 17,34 32,45
T4(Gpt/]) 1,23 0,55 1,18 0,66 1,13 0,93 1,28 0,82 0,69 0,40 0,54 0,41 0,57 0,84
T4(%) 13,16 10,18 15,87 14,15 18,10 15,29 24,04 22,27 15,10 16,20 6,28 14,65 6,12 10,47 16,92
T8(Gpt/]) 0,47 0,60 0,75 0,31 0,25 0,16 0,62 0,31 0,22 0,31 0,16 0,32 0,35 0,73
T8(%) 5,09 11,02 10,16 6,67 12,16 2,38 4,20 7,88 5,63 5,19 4,96 4,39 4,90 6,30 14,72
T4/T8 2,59 0,92 1,56 2,12 1,49 4,52 5,72 2,06 2,68 3,12 1,27 3,34 1,25 1,66 1,15

Suequy



A

Fluoreszenzanalyse des immunologischen Status

Tag 1 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR013 SP 014 | SPO15

Leuk(Gpt/]) 11,11 8,68 8,97 7,54 11,47 10,90 6,72 11,89 7,78 7,79 8,82 7,38 7,51 4,58 4,13
Lymph(Gpt/]) 1,73 0,95 1,65 1,23 1,46 1,46 1,39 2,65 1,36 1,04 1,54 1,08 2,08 1,82 1,92
Lymph(%) 15,60 10,89 18,35 16,31 12,72 13,40 20,73 22,25 17,46 13,38 17,41 14,65 27,70 39,64 46,37
Mono(Gpt/]) 1,09 1,07 0,96 0,79 1,34 1,19 0,83 0,89 0,67 1,05 0,73 0,59 0,80 0,36 1,92
Mono(%) 9,82 12,36 10,73 10,49 11,72 10,90 12,30 7,51 8,65 13,46 8,28 7,94 10,66 7,79 12,12
Granulo(Gpt/]) 8,29 6,66 6,36 5,52 8,67 8,25 4,50 8,35 5,75 5,70 6,56 5,71 4,63 2,41 1,71
Granulo(%) 74,58 76,75 70,92 73,21 75,56 75,70 66,97 70,24 73,88 | 73,16 74,32 77,41 61,63 52,57 41,51
T-Zellen(Gpt/]) 1,05 0,67 1,23 0,79 0,89 0,90 0,92 1,74 0,98 0,56 0,97 0,81 1,68 1,27 1,26
T-Zellen(%) 9,49 7,68 13,69 10,43 7,76 8,23 13,69 14,60 12,61 7,18 10,98 11,04 22,32 27,81 30,44
T4(Gpt/]) 0,69 0,34 0,70 0,51 0,69 0,71 0,78 1,15 0,74 0,42 0,55 0,61 0,83 0,74 0,68
T4(%) 6,18 3,95 7,85 6,78 6,05 6,53 11,65 9,68 9,55 5,33 6,28 8,26 11,08 16,07 16,48
T8(Gpt/]) 0,32 0,29 0,49 0,26 0,16 0,18 0,14 0,64 0,25 0,16 0,37 0,19 0,49 0,49 0,68
T8(%) 2,84 3,36 5,45 3,49 1,43 1,68 2,08 5,40 3,16 2,00 4,18 2,56 6,49 10,70 16,38
T4/T8 2,18 1,18 1,44 1,94 4,23 3,89 5,60 1,79 3,02 2,67 1,50 3,23 1,71 1,50 1,01

Suequy



XI

Fluoreszenzanalyse des immunologischen Status

Tag 3 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR013 SP 014 | SPO15

Leuk(Gpt/]) 10,74 6,49 9,03 7,78 7,21 8,50 7,31 8,65 4,65| 12,09 7,50 6,19 8,85 5,49 6,14
Lymph(Gpt/]) 1,33 1,20 1,38 1,10 1,32 1,03 0,88 1,79 0,72 0,99 1,02 0,63 1,32 2,27 2,89
Lymph(%) 12,40 18,52 15,28 14,12 18,27 12,09 12,08 20,75 15,50 8,19 13,63 10,25 14,96 41,29 47,09
Mono(Gpt/]) 1,03 0,69 0,97 0,77 0,64 1,00 0,77 1,03 0,32 1,18 0,58 0,46 0,97 0,50 0,65
Mono(%) 9,55 10,70 10,71 9,87 8,82 11,74 10,59 11,90 6,83 9,77 7,70 7,46 10,98 9,18 10,60
Granulo(Gpt/]) 8,38 4,59 6,68 5,91 5,26 6,47 5,65 5,83 3,61 9,92 5,90 5,09 6,55 2,72 2,60
Granulo(%) 78,05 70,79 74,01 76,01 72,91 76,17 77,34 67,35 77,67| 82,03 78,67 82,29 74,06 49,53 42,31
T-Zellen(Gpt/]) 0,78 0,92 0,95 0,66 1,03 0,66 0,54 1,21 0,52 0,54 0,58 0,45 1,00 1,54 2,03
T-Zellen(%) 7,27 14,24 10,57 8,47 14,31 7,78 7,40 14,02 11,26 4,48 7,78 7,22 11,32 28,03 33,00
T4(Gpt/]) 0,58 0,48 0,54 0,45 0,69 0,52 0,49 0,85 0,40 0,45 0,35 0,35 0,44 0,91 1,03
T4(%) 5,55 7,36 6,01 5,72 9,53 6,11 6,68 9,77 8,68 3,73 4,62 5,64 4,94 16,59 16,85
T8(Gpt/]) 0,24 0,41 0,40 0,22 0,38 0,12 0,07 0,35 0,14 0,12 0,20 0,11 0,30 0,78 0,98
T8(%) 2,26 6,25 4,38 2,85 5,33 1,39 0,98 4,09 3,01 0,99 2,71 1,81 3,35 14,19 15,93
T4/T8 2,46 1,18 1,37 2,01 1,79 4,40 6,82 2,39 2,88 3,77 1,70 3,14 1,47 1,17 1,06

Suequy



Fluoreszenzanalyse des immunologischen Status

Tag 6 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR013 SP 014 | SPO15

Leuk(Gpt/]) 11,40 4,88 7,76 7,25 11,47 4,84 4,97 7,78 6,68 5,18 5,33 6,30 7,13 4,27
Lymph(Gpt/]) 1,86 0,73 1,97 1,52 1,46 0,88 1,89 1,72 1,28 0,92 0,89 1,52 2,96 1,81
Lymph(%) 16,28 14,95 25,45 20,92 12,72 18,14 38,07 22,08 19,09 17,70 16,69 24,15 41,49 42,42
Mono(Gpt/]) 1,02 0,46 0,72 0,61 1,34 0,61 0,50 0,58 0,83 0,46 0,93 0,63 0,58 0,51
Mono(%) 8,91 9,50 9,25 8,43 11,72 12,65 10,09 7,41 12,09 8,84 17,46 9,94 8,17 11,97
Granulo(Gpt/]) 8,53 3,69 5,07 5,12 8,67 3,35 2,58 5,49 4,58 3,81 4,02 4,15 3,59 1,90
Granulo(%) 74,81 75,54 65,29 70,66 75,56 69,21 51,84 70,51 68,50 73,46 75,45 65,92 50,33 45,62
T-Zellen(Gpt/]) 1,15 0,52 1,31 0,81 0,89 0,58 1,30 1,07 0,73 0,59 0,66 1,17 2,14 1,17
T-Zellen(%) 10,07 10,70 16,91 11,24 7,76 12,07 26,14 13,72 10,86 11,43 12,35 18,56 30,00 27,35
T4(Gpt/]) 0,80 0,28 0,78 0,52 0,69 0,50 1,01 0,89 0,59 0,37 0,52 0,59 1,26 0,55
T4(%) 7,01 5,80 10,02 7,16 6,05 10,30 20,40 11,48 8,78 7,22 9,83 9,33 17,70 12,82
T8(Gpt/]) 0,42 0,22 0,46 0,24 0,16 0,09 0,28 0,23 0,16 0,19 0,13 0,33 0,82 0,56
T8(%) 3,66 4,55 5,88 3,34 1,43 1,83 5,59 2,91 1,37 3,73 2,35 5,27 11,46 13,09
T4/T8 1,92 1,27 1,70 2,14 4,23 5,63 3,65 3,95 3,64 1,94 4,18 1,77 1,54 0,98

Suequy



IX

Fluoreszenzanalyse des immunologischen Status

Tag 8 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 ‘ UM 012 ‘ AR 013 SP 014 | SPO15

Leuk(Gpt/]) 11,90 6,68 9,28 8,93 7,49 4,97 5,07 6,90 6,49 4,85 6,07 6,90 4,00 4,78
Lymph(Gpt/]) 1,99 1,10 2,80 2,34 1,95 1,02 1,97 1,59 1,18 1,91 1,46 1,45 1,49 2,06
Lymph (%) 16,76 | 16,52| 30,18 | 26,16 25,97 20,43 | 38,87| 23,04| 18,13 39,30 24,05 21,08 37,32 43,01
Mono(Gpt/]) 1,31 0,58 0,74 0,72 0,70 0,44 0,58 0,42 0,75 0,52 0,52 0,52 0,29 0,50
Mono(%) 11,04 8,74 7,96 8,10 9,38 8,86| 11,48 6,08| 11,55 10,74 8,50 7,52 7,18 10,48
Granulo(Gpt/]) 8,59 4,99 5,74 5,87 4,84 3,51 2,52 4,89 4,56 2,42 4,09 4,93 2,22 2,22
Granulo(%) 72,20| 74,75| 61,85| 65,74 64,65 70,70 | 49,65| 70,88| 70,33 49,96 67,45 71,40 55,50 | 46,50
T-Zellen(Gpt/1) 1,42 0,83 2,03 1,32 1,46 0,68 1,31 1,08 0,69 1,06 1,12 1,12 1,01 1,40
T-Zellen(%) 11,93 | 12,46| 21,92| 14,79 19,53 13,73 | 25,83| 15,61| 10,56 21,77 18,53 16,19 25,29 | 29,34
T4(Gpt/]) 1,04 0,43 1,18 0,85 0,96 0,61 0,95 0,85 0,56 0,78 0,90 0,57 0,53 0,67
T4(%) 8,73 6,45| 12,75 9,57 12,83 12,18| 18,80| 12,26 8,66 16,05 14,87 8,23 13,30 14,11
T8(Gpt/]) 0,42 0,36 0,77 0,43 0,55 0,10 0,35 0,26 0,14 0,27 0,23 0,28 0,43 0,67
T8(%) 3,55 5,41 8,32 4,84 7,28 2,02 7,00 3,73 2,20 5,64 3,87 4,11 10,73 13,93
T4/T8 2,46 1,19 1,53 1,98 1,76 6,03 2,69 3,29 3,94 2,85 3,84 2,00 1,24 1,01

Suequy



154

Fluoreszenzanalyse der Oberflaichenmarker

Tag O — praoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR 013 SP014 | SPO15

CD3+ 6541 | 71,85| 76,06| 64,49| 77,71| 61,19| 67,59| 72,94| 6841| 61,98| 53,13 70,71| 76,23 69,45 72,41
CD3+ HLA-DR+ 4,17 6,53 2,17 0,81 11,01| 4,62 1,40 1,20  3,42| 2,62 2,99 2,78 2,61 3,16 1,32
HLA-DR+ 26,56 | 20,10| 16,24| 19,03| 23,03| 17,51| 13,75| 1869| 18,12| 17,37| 13,08| 11,73| 13,31 20,59 | 17,91
CD25+ 20,49 7,22| 15,02 7,87| 14,49| 16,32| 14,97| 1571| 17,79| 13,52| 10,94| 17,27| 6,25 15,86 | 14,42
CD4+ 50,92 | 32,96| 45,00| 43,42| 47,48| 49,44| 59,23| 50,42| 52,83| 48,15| 28,85| 54,31| 42,94 44,51| 36,44
CD4+ CD25+ 15,22 6,00| 10,06 5,10 11,92| 12,54| 13,49| 1442| 13,02| 11,19 9,08 11,13| 4,92 11,42 8,77
CD4+ 50,42 | 33,79| 45,45| 44,19| 4870| 50,28| 59,13| 50,46| 52,32| 48,50| 30,35| 53,59| 42,16 44,19| 39,67
CD8+ 24,94 | 4231| 31,93| 24,70| 38,12| 18,11 17,85| 26,32| 24,93| 25,13| 36,10| 22,78| 37,69 30,55| 34,67
CD4+ CD8+ 3,44 0,31 1,46 1,06 4,50| 0,38 1,84 0,23| 294| 1,10 0,34 0,70 1,11 1,22 0,23
CD14+ 0,40 0,09 0,23 0,32 0,08 0,21 0,09| 0,08 036| 0,68 0,39 0,23| 0,21 0,21 0,44
CD45+ CD14+ 0,36 0,09 0,23 0,26 0,08| 0,21 0,00| 0,07| 036| 027 0,39 0,23| 0,21 0,11 0,41
CD14+ 5,12 2,12 1,11 4,53 7,70| 3,05 2,23 1,38 3,98| 1,03 2,76 1,26 2,43 4,21| 13,16
CD14+ HLA-DR+ 4,31 1,21 0,92 3,89 7,27| 2,08 1,87 0,71 1,86| 0,83 1,80 0,96| 1,01 1,36| 11,78
HLA-DR+ 31,30| 31,72| 18,56| 24,66| 29,23| 1886| 17,07| 22,19| 22,65| 19,72| 16,14| 15,14| 19,99 20,96 | 20,82
CD14+ 4,04 1,55 0,77 0,71 0,86| 6,00 0,90 1,34| 2,37| 1,19 2,00 1,13| 2,28 3,01 2,27
CD3+ 66,25| 72,43| 76,34| 6541| 7924| 57,28| 67,63| 72,89| 6847| 61,66| 51,89 69,67| 76,88 68,92 | 72,69
CD4+ 50,44 | 33,78| 4545| 44,19| 4870| 50,28| 59,13| 50,46| 52,32| 48,50| 30,35| 53,58| 42,17 44,18 | 39,67
CD3+ CD4+ 49,29 | 32,95| 44,62| 43,18| 4843| 4511| 5850| 4863| 50,82| 46,84| 27,88 51,88| 41,68 41,63| 37,75
CD3+ 66,25| 72,44| 76,34| 6540| 7924| 57,27| 67,64| 72,89| 68,48| 61,66| 51,89| 69,67 76,86 68,92 | 72,69
CD8+ 24,86 | 42,31| 31,93| 24,69| 38,12| 1810 17,75| 26,32| 24,94| 24,50| 36,10| 22,78| 37,69 30,31| 35,06
CD3+ CDh8+ 19,12| 3565| 28,556| 20,35| 32,53| 9,98| 10,23| 23,59| 1896| 15,02| 21,58| 15,56| 33,19 25,05| 32,84
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11):¢

Fluoreszenzanalyse der Oberflaichenmarker

Tag 1 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | ARO013 SP 014 | SPO15

CD3+ 60,85 70,52 74,59 63,94 61,02 61,39 66,04 | 65,61| 72,21| 53,62 63,10 75,35 | 80,55 70,07 64,67
CD3+ HLA-DR+ 3,65 5,80 2,09 1,03 5,01 4,63 1,29 1,36 2,01 2,04 2,10 1,99 1,76 3,31 1,13
HLA-DR+ 22,89 21,72 15,93 24,99 20,87 19,50 14,27 27,41 19,37 | 20,57 13,26 13,20 14,23 18,91 16,70
CD25+ 19,81 7,95 15,00 15,95 19,19 20,70 12,65 13,54 19,94 13,22 13,10 19,24 6,00 15,81 14,15
CD4+ 38,40 38,85 42,92 43,19 48,80 47,95 57,66 44,11 54,76 | 33,07 37,36 57,51 49,24 42,45 37,20
CD4+ CD25+ 12,92 7,01 9,73 11,47 15,12 16,03 11,52 12,69 16,11 10,13 11,96 13,55 4,98 11,20 8,86
CD4+ 41,87 36,63 43,92 43,29 48,98 49,37 56,70 43,97 55,22 | 40,10 37,07 57,35 50,60 41,90 35,54
CD8+ 25,59 36,22 32,73 25,25 18,26 20,04 18,10 24,30 21,27 | 27,23 31,93 22,17 31,45 34,90 35,54
CD4+ CD8+ 3,32 0,45 1,80 1,20 0,18 0,63 1,85 0,18 2,44 0,93 0,68 0,25 0,78 1,21 0,28
CD14+ 0,27 0,49 0,25 0,61 0,62 0,37 0,05 0,16 0,23 3,59 0,26 0,38 0,36 0,58 0,59
CD45+ CD14+ 0,25 0,49 0,25 0,61 0,62 0,37 0,05 0,07 0,23 1,57 0,26 0,30 0,33 0,58 0,55
CD14+ 4,50 1,39 2,68 3,04 1,21 0,81 0,65 0,56 0,70 1,25 1,27 0,43 0,85 3,08 11,89
CD14+ HLA-DR+ 2,42 0,99 0,94 2,96 0,85 0,66 0,55 0,38 0,40 0,34 0,53 0,43 0,57 1,25 10,41
HLA-DR+ 29,11 31,57 18,04 28,51 23,65 23,25 18,45 30,10 26,75 | 23,90 18,74 16,66 18,50 28,83 18,56
CD14+ 1,36 1,64 3,56 1,45 0,97 1,37 0,43 0,71 0,86 0,37 0,94 0,38 0,94 3,32 3,78
CD3+ 57,98 68,43 75,72 63,37 60,39 62,77 64,82 66,21 71,60 | 54,89 62,46 76,18 79,90 70,15 65,64
CD4+ 41,87 36,63 43,92 43,29 48,98 49,36 56,69 43,96 55,21 40,10 37,07 57,35 50,60 41,90 35,53
CD3+ CD4+ 39,64 36,25 42,78 41,54 47,59 48,70 56,19 43,49 54,70 | 39,83 36,08 56,41 49,64 40,54 32,43
CD3+ 57,14 68,15 75,72 63,38 60,39 62,77 64,83 66,21 71,60 | 54,89 62,46 76,19 79,89 70,15 65,65
CDh8&+ 27,74 36,21 32,72 25,25 18,44 20,04 18,10 24,29 20,25 | 27,23 31,93 22,18 31,45 33,22 35,33
CD3+ CD8+ 18,19 30,81 29,69 21,42 11,26 12,55 10,05 20,95 18,09 14,93 24,00 17,45 29,07 26,99 30,48
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NIX

Fluoreszenzanalyse der Oberflaichenmarker

Tag 3 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR 013 SP014 | SPO15

CD3+ 58,65| 76,80| 69,20 59,96| 7834| 64,35| 61,25| 67,57| 72,64| 54,72| 59,82| 70,41| 75,69 69,46 | 70,15
CD3+ HLA-DR+ 3,70 6,99 1,06 0,98 9,12| 5,46 0,91 0,83| 2,65| 2,03 2,55 1,97 1,97 3,24 1,43
HLA-DR+ 26,69 | 23,84| 16,67| 23,31| 23,14| 21,61| 19,08| 29,87| 21,79| 19,95| 14,61| 14,40| 17,28 18,71| 16,61
CD25+ 19,15| 10,07| 18,14| 10,00| 19,72| 26,46 589 | 1572| 20,06| 14,94| 1594| 2809| 8,65 17,18| 13,55
CD4+ 39,25| 52,79| 39,14| 41,00 53,10 51,94| 56,16| 47,46| 56,93| 40,95| 34,15| 54,10| 44,36 39,75| 37,06
CD4+ CD25+ 13,12 7,91| 11,04 6,72| 16,30| 20,56 4,85| 13,90| 16,99| 11,53| 13,19| 19,17| 6,41 12,00 8,34
CD4+ 44,90| 5420 39,62| 41,56| 53,27| 51,39| 56,61| 4801| 56,94| 46,04| 34,80| 56,45| 44,10 40,19| 35,79
CD8+ 26,56 | 49,43 | 32,17| 23,80| 33,54| 16,95| 13,02| 21,83| 22,13| 22,96| 29,77| 17,66| 32,50 34,81| 34,97
CD4+ CD8+ 3,43 0,38 1,50 0,84 4,49| 0,39 1,00 0,20| 292 1,31 0,42 0,38| 0,82 1,15 0,33
CD14+ 0,51 0,72 0,14 0,42 0,28| 0,34 1,05| 0,07| 0,21 0,25 0,22 0,04| 0,32 0,23 0,10
CD45+ CD14+ 0,51 0,62 0,14 0,42 0,28| 0,34 0,68| 0,07| 021| 025 0,22 0,04| 0,29 0,22 0,10
CD14+ 1,62 2,90 0,87 1,90 3,81 0,89 1,08| 0,62| 3,36| 1,25 1,11 0,87| 1,04 1,19 10,53
CD14+ HLA-DR+ 1,12 2,60 0,77 0,06 3,51| 0,66 0,41 0,34| 1,22 0,66 0,76 0,18 0,65 0,62 9,80
HLA-DR+ 32,70 | 42,05| 21,23 0,06| 2902| 2465| 2295 2885| 2656| 24,20 19,46| 16,29 23,11 31,57 | 18,84
CD14+ 0,95 1,12 0,83 2,40 0,50| 0,71 3,37 1,22 1,55| 1,60 0,91 1,10 1,22 1,03 1,86
CD3+ 60,26 | 100,00| 71,65| 62,54| 7871| 63,44| 63,13| 67,17| 74,04| 57,50| 57,04| 72,16| 74,51 67,88 | 70,08
CD4+ 44,90| 41,30| 39,62| 41,55| 53,27| 51,39| 56,60| 48,00| 56,94| 46,04| 34,80| 56,98| 44,10 40,18 | 35,79
CD3+ CD4+ 43,77| 39,72| 39,32| 40,55| 52,17| 50,58| 55,33| 47,09| 5597| 4559| 33,87| 5545| 43,62 37,62 | 34,86
CD3+ 60,26 | 100,00| 71,66| 62,54| 7870| 63,44| 63,13| 67,16| 74,05| 57,50| 57,04| 72,16| 74,51 67,88 | 70,08
CD8+ 26,56 | 37,66| 32,17| 23,80| 33,54| 16,95| 13,03| 32,31| 22,13| 22,96| 30,34| 17,66| 32,51 34,36 | 33,82
CD3+ CD8+ 18,20 33,73| 28,70| 20,18| 29,20| 11,49 8,00| 19,72| 19,45| 12,05| 19,85| 13,80| 29,57 27,22| 31,43
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AX

Fluoreszenzanalyse der Oberflaichenmarker

Tag 6 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | AR 013 SP014 | SPO15

CD3+ 60,87 | 71,55| 66,45| 53,75| 73,53 66,54| 6865| 62,14| 56,86| 64,58| 73,98| 76,88 70,56 | 64,29
CD3+ HLA-DR+ 3,91 6,32 1,59 0,98 7,80 0,86 1,76 |  2,34| 1,77 2,93 2,84| 2,22 6,60 2,87
HLA-DR+ 28,62 | 24,60 24,62| 32,60 21,76 21,80| 2590| 20,79| 21,10| 15,72| 15,14| 19,50 24,85 21,13
CD25+ 14,79 | 11,92| 17,20| 13,44| 16,26 20,47| 19,63| 19,75| 12,24 16,94| 17,96| 8,79 18,98 | 12,69
CD4+ 36,69| 38,66 42,51| 3599| 45091 58,01 | 53,61 53,78| 44,23| 42,65| 57,73| 54,02 40,77| 39,61
CD4+ CD25+ 10,77 9,62| 10,11 7,68| 13,12 18,79 | 17,87| 1564| 10,07| 14,82| 11,30| 6,38 13,44 7,68
CD4+ 46,05| 39,65| 40,88| 37,21| 45,66 57,83 | 54,78 | 52,96| 47,45| 41,70| 59,74| 50,82 4428 | 32,79
CD8+ 28,65| 33,67| 26,02| 19,52| 36,49 13,99 1591 16,12 21,53| 27,43| 17,29| 29,74 31,93| 34,21
CD4+ CD8+ 4,18 0,50 1,42 0,85 3,84 1,58 0,28 1,58| 1,07 0,64 0,36| 1,83 1,42 0,38
CD14+ 0,92 0,55 0,76 1,70 0,19 0,47| 0,15| 0,12| 0,15 0,16 0,18 2,30 0,43 0,64
CD45+ CD14+ 0,84 0,55 0,76 1,70 0,19 0,42| 0,13| 0,12| 0,13 0,16 0,18 2,20 0,30 0,58
CD14+ 2,56 1,76 3,01 7,30 5,57 1,46| 0,66| 1,21 1,08 1,36 1,49| 8,15 11,20 | 15,40
CD14+ HLA-DR+ 1,74 1,52 1,98 6,23 4,66 1,39 0,51| 0,86| 0,69 0,75 0,86| 1,65 2,82| 10,11
HLA-DR+ 33,27| 3421| 2575| 3580| 29,48 2583 | 2861| 31,52| 23,28 21,18 17,98| 22,59 30,36 | 20,63
CD14+ 1,60 1,23 3,73 6,48 1,88 1,09 0,41 1,42| 1,86 2,22 1,79 7,77 10,19 8,40
CD3+ 63,61 | 71,97| 69,55| 51,04| 72,68 65,99 | 68,60| 64,82| 5856| 64,45| 64,27| 81,44 72,29 | 64,48
CD4+ 46,05| 39,64| 40,87| 37,21| 45,63 57,84 | 54,79 52,96| 47,44| 41,70| 59,74| 50,82 4429 | 32,78
CD3+ CD4+ 43,06| 38,80 40,00| 3421| 45,00 56,79 | 53,60| 51,99| 4597| 40,78| 5890| 50,31 42,67| 30,23
CD3+ 63,61 | 71,97| 69,55| 51,04| 72,68 65,99 | 68,59| 64,82 5857| 64,45| 64,27| 81,44 72,23 | 64,48
CD8+ 28,65| 33,67| 2598| 19,52| 36,49 13,99 1591 16,12| 21,52| 27,42| 17,29| 29,73 33,00 35,54
CD3+ CD8+ 22,46| 30,45| 23,12| 1595| 129,05 10,08 | 14,68| 13,17| 12,63| 21,09| 14,07| 28,38 27,61| 30,85
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INX

Fluoreszenzanalyse der Oberflaichenmarker

Tag 8 — postoperativ

Patienten Kontrollpersonen

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | PO 006 | MS 007 | RK 008 | VP 009 | JF 010 | WG 011 | UM 012 | ARO013 SP 014 | SPO15

CD3+ 71,19 75,41 72,61 56,56 75,21 67,21 66,46 | 67,73 | 58,24 55,40 77,04 | 76,81 67,11 68,01
CD3+ HLA-DR+ 6,88 7,27 2,44 1,04 7,56 1,56 1,41 2,37 3,50 3,06 2,65 2,10 5,09 1,51
HLA-DR+ 33,65 21,93 17,60 24,58 24,25 16,49 26,70 20,33 18,63 19,42 15,15 17,99 22,34 17,81
CD25+ 24,11 10,78 16,38 14,66 18,55 20,06 16,29 19,48 15,85 13,73 18,70 8,38 15,04 11,53
CD4+ 63,02 37,45 43,18 36,40 50,53 61,58 49,03 55,46 | 46,60 42,50 63,70 50,41 41,00 38,82
CD4+ CD25+ 17,81 8,63 10,88 8,25 15,68 18,36 14,74 15,35 12,85 10,30 14,09 6,68 11,05 7,51
CD4+ 54,85 40,17 43,24 37,56 50,03 60,25 49,99 54,69 | 49,11 41,58 63,65 51,84 37,38 35,37
CD8+ 26,25 36,96 30,34 23,82 31,09 15,64 19,90 20,89 | 21,21 26,34 19,40 26,40 36,31 35,69
CD4+ CD8+ 3,28 0,51 1,35 0,78 3,92 1,72 0,17 1,92 0,95 0,53 1,05 0,83 1,07 0,31
CD14+ 1,25 0,29 0,23 0,31 0,47 0,72 0,46 0,20 0,19 0,09 0,50 0,69 0,41 0,70
0,95 0,29 0,16 0,29 0,47 0,68 0,44 0,20 0,19 0,09 0,41 0,65 0,39 0,66

CD14+ 2,11 2,00 1,73 4,19 2,80 3,90 2,39 3,82 2,03 1,07 0,92 2,78 9,46 17,36
CD14+ HLA-DR+ 1,73 1,34 0,98 3,26 0,05 1,14 1,13 1,45 0,87 0,61 0,79 1,08 2,20 10,77
HLA-DR+ 37,06 | 34,27| 21,19| 29,98 0,07 20,90 | 29,31| 25,72| 22,48 23,53 18,72 | 22,62 29,67 18,67
CD14+ 1,71 1,20 2,54 4,80 2,94 6,52 2,06 2,02 1,89 2,74 1,14 3,73 8,85 5,20
CD3+ 71,69| 74,57| 74,41| 56,90 75,90 69,13| 67,30| 68,86| 59,64 56,48 78,86 | 78,48 67,77 68,21
CD4+ 54,85| 40,16| 43,24| 37,56 50,03 60,26 | 49,99| 54,71| 49,11 41,58 63,66 | 51,84 37,37| 35,36
CD3+ CD4+ 52,11| 39,04 | 42,24| 36,57 49,39 59,53 | 48,36| 53,20| 47,79 40,85 61,85| 50,86 35,63 | 32,80
CD3+ 71,68| 74,58| 74,41| 56,90 75,90 69,13| 67,30| 68,86| 59,64 56,48 78,85 | 78,48 67,77 68,21
CD8+ 26,25 36,96 30,34 23,82 31,09 15,65 19,90 21,00 | 21,21 26,34 19,40 26,40 36,30 36,44
CD3+ CD8+ 21,17| 32,76| 27,56| 18,51 28,05 9,89| 18,01| 16,21 | 12,12 14,34 16,10 | 25,37 28,76 | 32,38
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Rohdaten der Proliferationsassays

1. PHA

HP 001 HR 002 EG 003 EH 004 | WH 005 | MS 007 RK 008 VP 009 JF 010 WG 011 | UM 012 AR 013 SP 014 SP 015
Tag O 94 2584 720 27997 8909 95 7394 7537 59240 18256 33587 9010 8586 16700
Tag 1 93 105 18287 30378 9454 1168 2043 9661 32061 21196 36050 14151 7848 15065
Tag 3 1356 173 15549 25772 20644 5687 7596 13127 6887 12215 6208 18712
Tag 6 4657 2635 19922 39916 25673 3890 6074 22591 233 20821 1514 24076 9315 17213
Tag 8 2881 2081 21407 43337 25472 2445 21435 15432 38924 39310 60501 19111 13667 20775
2. SEB

HP 001 HR 002 EG 003 EH 004 | WH 005 | MS 007 RK 008 VP 009 JF 010 WG 011 | UM 012 AR 013 SP 014 SP 015
Tag O 74 238 190 20510 2025 96 165 2813 20874 5390 2878 2605 5681 8292
Tag 1 32 129 1176 18822 3846 128 3738 4710 6073 3714 5445 5909 6365
Tag 3 33 128 3429 14555 13331 4447 517 2674 1644 10665 6860 8276
Tag 6 133 238 7774 16836 12394 190 229 10620 176 11266 1454 15700 5812 8625
Tag 8 82 109 6105 27099 5212 96 4318 11269 19710 19042 5468 4138 9611 9047
3. aCD3 (UCHT))

HP 001 HR 002 EG 003 EH 004 | WH 005 | MS 007 RK 008 VP 009 JF 010 WG 011 | UMO12 | ARO13 SP 014 SP 015
Tag O 112 894 17120 248 91 264 1816 21613 2681 2252 177 8632 11786
Tag 1 24 118 1965 133 471 5221 2096 1862 120 8659 9266
Tag 3 12 91 13106 356 118 178 731 1660 160 10272 12874
Tag 6 96 266 459 15419 5722 95 210 9637 164 5337 1446 484 7036 13804
Tag 8 55 522 231 39290 198 9023 7083 18711 1246 3761 272 12964 11371
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4. Tuberkulin (PPD)

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | MS 007 | RK008 | VP009 | JF010 | WGO11 | UM 012 | ARO13 SP014 | SPO015
Tag 0 83 2820 8825 5317 | 10885 5532 | 19717 9000 1572
Tag 1 72 75 2532 5385| 11531 8437 | 13858 7322 201
Tag 3 83 83 4881 13672 247 6740 1600 | 17411 6946 1065
Tag 6 148 116 7833| 12104| 16703 113| 11905 1786| 13928 5983 1281
Tag 8 48 639 | 11035| 15937 5228 5944 | 10449 7701 11707 4588 1002
5. Tetanustoxoid (TT)

HP 001 | HR 002 | EG 003 | EH 004 | WH 005 | MS 007 | RK008 | VP009 | JF010 | WGO11 | UMO012 | ARO13 SP014 | SPO015
Tag 0 22 58 4287 9901 6484 2094 8140 562 2721
Tag 1 21 75 991 6654 1443 | 13033 882 2571
Tag 3 19 96 1587 | 17724 145 3582 1336 6076 275 3891
Tag 6 21 92 17351 114 6336 1520 8953 576 3334
Tag 8 12 77 263 5084 4314 7029 1565 3082 737 3330
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Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald

Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin
Prof. Dr. Barbara M. Broker

Diagnostikzentrum SauerbruchstralRe
Tel.: 49-3834-865595

FAX: 49-3834-865490

e-mail: broeker@uni-greifswald.de

Sehr geehrte Patientin,
sehr geehrter Patient,

im Institut far Immunologie und Transfusionsmedizin erforschen wir die
Funktion des korpereigenen Abwehrsystems in Gesundheit und Krankheit. Ein
wichtiges Ziel ist dabei, die Ursachen von Operationskomplikationen durch
Infektionen besser zu verstehen, damit diese mdglichst verhindert oder, falls
sie auftreten, schnell erkannt und wirksamer behandelt werden kénnen.

Hierbei kdnnten Sie uns helfen, indem Sie uns gestatten, lhnen Blutproben zu
entnehmen. Wir werden dann in unseren Laboratorien aus diesen Proben die
fur die Abwehr zustandigen Blutzellen trennen, deren Zelloberflache daraufhin
nach charakteristischen Merkmalen untersuchen und die daraus gewonnen
Daten erfassen.

Sind Sie damit einverstanden, dass wir Blutproben von Ilhnen fir
wissenschatftliche Untersuchungen verwenden?

Diese Untersuchungen und gewonnenen Daten sind unabhé&ngig von lhrer
Behandlung.

In Zusammenhang mit der Studie werden auch personliche Daten
aufgezeichnet: Angabe von Initialien, Alter GroRe, Gewicht und Geschlecht.
Alle Patientendaten unterliegen dem Datenschutzgesetz. Personen, die
Zugang zu lhren Daten haben unterliegen der Schweigepflicht

Wenn sie an dieser Studie teilnehmen, werden lhnen parallel zur lhrer
eigentlichen Behandlung unmittelbar vor der Operation, am ersten, dritten,
sechsten und achten Tag nach der Operation jeweils etwa 14ml (etwa ein
Essloffel) Blut entnommen.

Selbstverstandlich ist lhre Teilnahme an unserer Studie freiwillig. Sie kdnnen
jederzeit wahrend der bereits laufenden Studie die Weiterfihrung ohne
Angabe von Grinden ablehnen, ohne dass lhnen dadurch Nachteile in Ihrer
arztlichen oder medizinischen Behandlung entstehen.
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Bei Fragen stehen lhnen lhre behandelnden Arztinnen und Arzte und ich gern
zur Verfugung: Prof. Dr. med. Barbara Broker, Tel.: 86-5595.

Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie
Blutproben von mir fir wissenschaftliche Untersuchungen eingesetzt,
personliche Daten von mir erfasst und nur zu Zwecken der Prifung und in der
Regel ausschlie3lich in anonymisierter Form weiter gegeben werden.

Patientin/Patient:

Datum Unterschrift

Datum Unterschrift



Patientencode:

Patientendaten
Initialien:
Geschlecht:
Geburtstag:

GroRe:

Vorname:

Einschlussbogen

1=

Eiverstandniserklarung

Einverstandniserkldrung liegt vor:

Ein-/Ausschlusskriterien

cm

ja

Der /die Patient/in erfillt alle Einschlusskriterien,

aber keines der Ausschlusskriterien:

Aufnahmediagnose

Hauptdiagnose bei Aufnahme

ja

Begleiterkrankungen

bestehende Begleiterkrankungen bei Aufnahme

Datum:

Zuname:

Gewicht:

nein

nein

kg

XX



Medikation

Der Patient nimmt zur Aufnahme folgende Medikamente:

Vitalzeichen: RR: HF:

Korperliche Untersuchung

Aufféllige Untersuchungsbefunde bitte spezifizieren:

Temp.:

unauffallig | aufféllig Spezifikation

Kopf/Hals

Herz

Respiration

MDT

Haut

Extremitaten

Datum

Unterschrift des Arztes

XXI



Patienteninitialen:

Patientencode:

Datum

Vitalzeichen

RR

HF

Temp.

Korperliche Untersuchung
Nur bei besonderen Veranderungen des Aufnahmebefundes

Kopf/Hals

Herz

Respiration

MDT

Haut

Extremitaten

Hé&matologie

Hb

Leukozyten

Lymphozyten

Monozyten

Thrombozyten

Procalcitonin

XXl




Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklére ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig verfasst und keine

anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutz habe.
Die Dissertation ist bisher keiner anderen Fakultat vorgelegt worden.

Ich erklare, dass ich bisher kein Promotionsverfahren erfolglos beendet habe und
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Reaction of human T lymphocytes to different forms of physiological stress
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Trauma, systemic inflammation (SIRS) and generalized infections are strong
physiological stressors, which frequently overstrain the coping mechanisms of the
organism. The aim of the studies described here was to determine whether T
lymphocytes react to these stress signals and how they may themselves contribute to
the stress scenarios.

The cell surface molecule CTLA-4 (CD152) is expressed on T cells after stimulation
and then inhibits their proliferation and cytokine secretion. On CD4+ CD25+
regulatory T cells (Treg) CTLA-4 is constitutively expressed. Since the important
regulatory molecule CTLA-4 is expressed at very low density, tyramide signal
amplification (TSA) was used to clearly visualize its expression on cytocentrifuge
preparations of peripheral blood mononuclear cells. The stained samples were
evaluated be fluorescence microscopy and/or by laser scanning cytometry (LSCM).

In healthy control individuals the fraction of CTLA-4-positive T lymphocytes was
always small: around 2% when determined by fluorescence microscopy and around
4% when determined with LSCM, which is more sensitive.

In a pilot study 19 patients with SIRS or overwhelming bacterial infections following
major operations were investigated for up to 10 days after diagnosis. Most of them
experienced a strong elevation of CTLA-4 expression during this time period (patients:
13.2% (7.8%-18.7%); mean and 95% confidence interval; controls: 2.5% (1.8% — 4.3%;
P<0.001 ). Three patients died, two of whom also showed the maximal CTLA-4
expression on their CD3+ T cells: 35.8% and 45.9%.

To determine whether trauma alone, in the absence of infection, would also induce a
reaction of T lymphocytes 10 patients undergoing hip replacement operations were
included in a second study. All experienced uneventful recovery from their operation.
Still there was a significant elevation of CTLA-4 expression levels on days 1, 6 and 8
after operation. However, the increases were lower than in sepsis and SIRS and did
not exceed 10% (preoperative values: 1%).

A third study was performed within the framework of a prospective multiparametric
investigation of 29 high risk patients undergoing major surgery. In these patients, we
observed three different reaction patterns:

1. The fraction of CTLA-4-positive T cells was below 10% preoperatively (controls less
than 5%) and did not change during the 7 day postoperative observation period.

2. The fraction of CTLA-4-positive T cells was below 10% before the operation but
increased with different kinetics to up to 63%.

3. The fraction of CTLA-4-positive T cells was strongly increased already before the
operation.

Further evaluation, especially the correlation of these results with other clinical,
immunological and psychological parameters is currently under way.

In summary, our data show that T cells react with an increase of the expression of
CTLA-4 to the different physiological stressors trauma, SIRS and sepsis.
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