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Einleitung 9

1. Einleitung

1.1  Pathophysiologie des traumatisch-hamorrhagischen Schocks

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock, im Rahmen von unfallbedingten Polytraumata oder
ausgedehnten  operativen Eingriffen, geht mit weitreichenden immunologischen
Veranderungen und damit verbundener Komplikationen einher »"%,

Unmittelbare oder sehr frihe Todesfélle nach Traumata sind zumeist auf schwerste
Schédelhirnverletzungen oder nicht kompensierbare Blutverluste  zurlckzufihren,
wohingegen im zeitlichen Verlauf zunehmend Immundysfunktionen als Todesursache in den
Vordergrund riicken 8. Diese These wird durch das vermehrte Risiko fiir die Entwicklung

35,38,44,45

von septischen Komplikationen gestiitzt , welche wiederum mit einer massiv erhohten

Mortalitat assoziiert sind %322,

Direkt nach Trauma l6sen ortstandige Makrophagen zur Kontrolle der Gewebsverletzung und
zur Einleitung von Abraummechanismen, eine ,,Akute Phase Reaktion* aus ®'. In Zuge
dessen kommt es zu massiver Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen, deren
steigende Konzentrationen in direktem Zusammenhang mit der Entwicklung weitreichender
und deletarer Dysfunktionen stehen *.

Dem kommt eine multifaktoriell bedingte Minderperfusion des betroffenen Gewebes hinzu.
Hier spielen v.a. hypovoldmiebedingte Zentralisierung des zirkulierenden Blutvolumens,
Freisetzung vasoaktiver Substanzen oder reduzierte katecholaminerge Sensibilitdt im
betroffenen Gewebe eine Rolle %°. In dessen Verlauf bildet sich eine Endothelleckage aus, die
die Ausbildung eines lokalen Odemes beglinstigt, was die Perfusion des Gewebes zusatzlich
reduziert und in der Ausbildung eines Circulus vitiosus der Minderperfusion und damit
verbundener akzidentellen Gewebehypoxie miinden kann %°.

Bei Fortbestehen kommt es zur Ausschwemmung der proinflammatorischen Zytokine in
anfanglich nicht betroffene Organe, was zu systemischen Entziindungsreaktionen des Korpers

81,107

(SIRS = Systemic Inflammatory Response Syndrome) fuhren kann Eine generalisierte

Inflammation ermdglicht die Ausbildung von Organdysfunktionen vor allem in Lunge, Niere
und Leber was potentiell in der Entwicklung eines Multiorganversagen (MOF = Multiple

Organ Failure) miindet ?°,
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Interessanterweise 16st im Verlauf der initialen Hyperinflammation die erhohte Konzentration
der proinflammatorischen Zytokine auch eine Ausschittung einer Reihe von Mediatoren (z.B.
PGE, aus Makrophagen) aus, welche potenteste immunosuppressive Effekte auf T-Zellen und
Makrophagenfunktion aufweisen ’. Das resultiert in dieser Phase in einem synchronen
Auftreten von Hyperinflammation (und damit verbundenem SIRS) und sich kompensatorisch
entwickelnder Immunosuppression (CARS = Compensatory Antiinflammatory Response
Syndrome) ® (Fig. 1).

Eine Gegenregulation der Hyperinflammation mit resultierender Immunosuppression kann als
Versuch des Immunsystems gedeutet werden einerseits Reparaturmechanismen einzuleiten
und  andererseits  einer  (berschielenden  autoaggressiven  Hyperinflammation
entgegenzuwirken, was zu einer sekundéaren Gewebedestruktion und Infektanfalligkeit flhrt
81.

Im Verlauf dieses komplexen Schemas aus Hyperinflammation und Immunosuppression
stellen sich auf zellularer Ebene weitreichende Defizite der involvierten Immunzellen ein.
Beispielsweise kommt es zur Deaktivierung von Makrophagen und reduzierter
Antigenprésentation, Anergie der T-Zellen, und einer Verschiebung des Gleichgewichts der

T-Helfer-Zellen von TH-1 zu einer antiinflammatorischer TH-2 Antwort *2.
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Fig. 1:

SIRS

CARS

Auspragung

Zeit [d]

Fig. 1: Nach schwerer Infektion, Trauma oder ausgedehnter Operationen kommt es zunachst
zu einer Phase mit dominierender systemischer Immunaktivierung (SIRS),wobei im zeitlichen
Intervall eine Phase mit dominierender Antiinflammation (CARS) auftritt, in der der

Organismus einer erhdhten Infektanféalligkeit ausgesetzt ist.

1.2 Funktionsdefekte auf zellularer Ebene

In der Induktion und Aufrechterhaltung der Immunkompetenz Ubernehmen die

Antigenprésentierenden Zellen wie beispielsweise Makrophagen, Dendritische Zellen und B-

134

Zellen eine entscheidende Rolle Sie weisen im Rahmen der systemischen

Entzlindungsreaktion nach Polytraumata und ausgedehnter chirurgischer Therapie eine
reduzierte Sekretionsfahigkeit fir proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a
auf . Diese Beobachtung bestitigt sich in zahlreichen humanen und tierexperimentellen

Studien mit unterschiedlichen Verletzungsmustern (Traumatisch-hd&morrhagischer Schock,

1,2,37,77,81

Verbrennungen, Knochenfrakturen) Antigenpréasentierende  Zellen aus

unterschiedlichen Kompartimenten wie Milz, Peritoneum und Lunge zeigen nach Trauma und

Blutverlust eine Suppression der Zytokinsekretion von IL-18, IL-6 und TNF-g >"*"%913 dje

bis zu sieben Tage anhalt **.
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Diese Zytokine stehen im Zentrum der Vermittlung einer ,,Akute-Phase-Reaktion“, welche
fur eine zu diesem friihem Zeitpunkt adaquate Immunreaktion unerlésslich ist &2
Dem hinzukommend offenbart sich zusatzlich eine reduzierte Ausschiuttung von IL-12 aus

7,81

den Antigenprasentierenden Zellen Dieses Zytokin spielt eine wichtige Rolle in der

78 Im Rahmen einer Patientenstudie von

Initilerung und Steuerung der T-Zell-Antwort
Weihgardt et al. wurde ein selektiver Defekt in der Produktion von IL-12 durch Monozyten
identifiziert, was einen pradiktiven Wert fur die Entwicklung einer Sepsis und postoperativer
Mortalitat darstellte **°.

Dartiiber hinaus existiert eine positive Riickkopplung von APC sezerniertem IL-12 und von T-
Zellen exprimiertem IFN-y. IL-12 stimuliert T-Zellen zur Produktion von IFN-y und férdert
eine zytotoxische TH-1 Antwort der T-Zellen. IFN-y fur sich stimuliert die
Antigenprésentierenden Zellen zur Ausschuttung von proinflammatorischer Zytokinen und
nimmt dariiber hinaus Einfluss auf die Antigenprésentation via MHC 11 >3,

Uber diesen MHC Il Komplex (Major Histocompatibility Complex) besitzen
Antigenprésentierende Zellen die aulRerordentliche F&higkeit Bakterien oder Fremdantigene
durch Phagozytose zu internalisieren, zu fragmentieren und Uber den T-Zell-Rezeptor von
CD4 (+) T-Lymphozyten zu préasentieren *°. In diesem Zusammenhang werden nur Antigene
erkannt, die iiber diesen Komplex exprimiert werden *12,

Im Tiermodel nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock und nach grofRer abdomineller
Chirurgie scheint die Oberflachenexpression von MHC 11 reduziert'*®*%. Ayala et al. konnte
zeigen, dass eine reduzierte Antigenprasentation mit dieser verminderten MHC Il Expression

89

in Zusammenhang steht, was zu schwerer Immundefizienz und erhohten Raten an

6138 Dariiber hinaus wies Janeway et al. nach, dass mit einer

Infektionen und Sepsis fihrt
guantitativen Variation von MHC Il und der damit verbundenen Antigenprasentation eine
Reihe von Erkrankungen wie beispielsweise das Hodgkin-Lymphom, lepromatdse Lepra,
Sarkoidose sowie auch AIDS assoziiert sind .

Die Féhigkeit zur Antigenprasentation via MHC Il vor allem von Dendritischen Zellen wird
dabei unter anderem durch die zwei von T-Zellen sezernierten Wachstumsfaktoren IL-4 und
GM-CSF gesteuert. Daruber hinaus weist das IL-4 wirksame Eigenschaften eines TH-2
Zytokins auf '2°"1% Die Prasentation von Antigenen iiber MHC Il an CD4 (+) T-Zellen wird
diesbeziiglich durch eine Vielzahl von kostimulatorischen Botenstoffen und Molekilen
moduliert.

Der vollen Stimulation beider beteiligten Zelltypen bedarf es aber nicht nur der Verbindung

des T-Zell-Rezeptors (TCR) mit dem MHC Il Oberflachenmolekil und der sezernierten
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Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-q, IFN-y) *09%13%  sondern auch die Bindung von
kostimulatorischen Molekilen auf den Zelloberflachen beider Zelltypen - CD28 auf T-Zellen
und auf Antigenprasentierenden Zellen CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) °°67#7,

Diese ,Verzahnung“ der T-Zellen und Antigenprasentierenden Zellen inklusive der
kostimulatorischen Oberflachenmarkern werden in Zuge dessen auch als ,,Immunologische

%97 storungen in dieser Interaktion haben ebenfalls einen

104

Synapse* bezeichnet
kompromittierenden Effekt auf die Immunantwort =", wobei dessen zugrunde liegenden
Mechanismen jedoch noch weitgehend ungeklért sind.

Bisherige Studien aus dem Bereich der Sepsisforschung zeigten unterschiedliche Effekte auf
diese Oberflaichenmolekiile. Newton. et al wies in einem Sepsismodell der Maus eine
verminderte Prasentation von CD86 auf Peritonealmakrophagen nach®, wohingegen Ding et
al. in gleichem Modell keine Anderung in der Expression von CD86 auf Dendritischen Zellen

des Peritoneums *” zeigen konnte.

Fig.2:

CD28 *—

» CD80 / CD86
T-Zell Rezeptor (TCR)«

> Antigen

Fig. 2: Interaktion zwischen T-Zellen und Antigenprésentierenden Zellen

Neben den funktionellen Defiziten der Antigenprasentierenden Zellen im Bereich der
Zytokinsekretion und der Antigenpréasentation, sowie der gestorten Interaktion zu T-Zellen
offenbaren auch die T-Zellen selbst tief greifende Storungen ihrer Zellfunktion in klinischen

und tierexperimentellen Studien "*’.
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So zeigen T-Zellen nach traumatisch hdmorrhagischem Schock, ausgedehnten operativen
Eingriffen und Verbrennungen eine reduzierte Fahigkeit der adéquaten Reaktion auf
Stimulation durch beispielsweise das Mitogen Concanavalin A %7,

Ferner resultiert nach traumatisch hamorrhagischem Schock auf identischen mitogenen Reiz

15,37

eine verminderte T-zelluldre Proliferationsfahigkeit , was auch mit einer erhéhten Rate

septischer Komplikationen korreliert %"

Im Anbetracht der Immunsuppression sind auch Verénderungen im Bereich der T-Helfer-
Zellen und deren Subtypen TH-1 und TH-2 erfasst worden. Ein addquates TH-1/TH-2
Verhaltnis ist fir eine suffiziente Immunabwehr unerldsslich °’.  Nach traumatisch
hamorrhagischem Schock verschiebt sich, wie bereits erwéhnt, das Gleichgewicht der T-
Helfer-Zellen in Richtung einer antiinflammatorischer TH-2-Antwort °.

In diesem Zusammenhang sind im Verlauf nach Trauma und Blutverlust erniedrigte
Konzentrationen des proinflammatorischen TH-1 Zytokins IL-2 und gegenléufig dazu

gesteigerte Konzentrationen des TH-2 Zytokins IL-10 messbar 10313537141 = Bejde

Anderungen sind vergesellschaftet mit einer erhdhten Rate an septischen Komplikationen 3%
Dem ursachlich kénnte sowohl das noch in der Hyperinflammation von APC sezernierte
PGE; als auch der Mangel an 1L-12 zu Grunde liegen
der APC auf T-Zellen spréche.

Andererseits stellt in der Aktivierung der Antigenprasentierenden Zellen das auch als

, was fir einen suppressiven Effekt

Makrophagen-aktivierender-Faktor (MAF-1) bezeichnete IFN-y eine entscheidende Substanz
dar. In zahlreichen Studien offenbart sich nach traumatisch hamorrhagischem Schock ein

massiver Mangel an IFN-y 489101

, wobei jener direkt mit einer verminderten Expression von
MHC 11 und damit einhergehender Antigenprasentation assoziiert ist ®. Dem zu Folge
konnten auch T-Zellen einen suppressiven Effekt auf die Antigenprasentierenden Zellen

hervorrufen.
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Fig.3:

Proliferationsfahigkeit |

T-H IL-2, IFN-y |
TH-1 abhé&ngig t IL-4,1L-107

IL-2, IFN-y

IL-1, IL-6, IL-12,
TH-2 abhéangig TNF-a, PG¢ 2
IL-4, IL-10

IL-1, IL-6,
:> IL-12, TNF-a|
T-H

Antigenprasentation |

Fig. 3: Zeigt die komplexe Interaktion zwischen T-Zellen und APC in Bezug auf
Zytokinsekretion und —interaktion in Zusammenhang mit der Antigenprasentation im Rahmen
eines traumatisch-hamorrhagischen Schocks (T-H).
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1.3 Fragestellung

Durch die pathophysiologischen Abldufe der posttraumatischen Hyperinflammation mit im
Verlauf zunehmender Immunosuppression, kommt es zu einer Stérung der Interaktion von

Antigenprésentierenden Zellen und T-Zellen.
Ziel dieser Studie war es zu eruieren, welche dieser Immunzelle fur die persistierende

Immunsuppression nach traumatisch-hdmorrhagischen Schock verantwortlich ist.
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2. Hypothesen und Zielsetzungen

Um die oben erorterte Problematik der zelluldren Funktionsstérungen nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock genauer zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser
tierexperimentellen Studie die Zytokinsekretion der aus der Milz stammenden
Antigenpréasentierenden Zellen und der T-Zellen 24 Stunden nach Trauma und
hamorrhagischem  Schock  bestimmt. Zusétzlich  wurde die Expression von
Oberflachenmolekiilen, wie beispielsweise die kostimulatorischen Molekile und die

Expression von MHC 11 auf Antigenprésentierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

T-Zellen und  Antigenprasentierende  Zellen zeigen nach  traumatisch-
hamorrhagischem Schock eine reduzierte Sekretion von Zytokinen wie beispielsweise
IFN-y und 1L.12.

Ist dies eine direkte Folge des Schocks, oder wird dies durch eine Funktionsstdrung
einer der beiden interagierenden Zellen vermittelt?

Welche Immunzelle ist fur die persistierende Immunosuppression nach traumatisch-

hé&morrhagischem Schock verantwortlich?

Auch die Antigenprasentation durch APC wird durch die Interaktion von T-Zellen und
APC beeinflusst.
Wird die Antigenprasentation durch eine T-Zell-Funktionsstérung nach Trauma und

Schock kompromittiert?

Kostimulatorische Molekile, die auf den Oberflachen Zelloberflachen exprimiert
werden, sind erforderlich fir die Interaktion zwischen T-Zellen und APC.
Wird die Interaktion zwischen den Immunzellen durch eine Einschrankung deren

Expression beeinflusst?
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchtiere

Es wurden mannliche Mause des Stammes C3H/HeN von Charles River aus Sulzfeld,
Deutschland verwendet. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Versuche sechs bis acht Wochen
alt und hatten ein Gewicht zwischen 20 und 26 g.

Alle Prozeduren wurden von der Regierung von Oberbayern und der Ludwig-Maximilians-
Universitat Munchen bewilligt und von der deutschen Forschungsgesellschaft (DFG AN
357/1-1) gefordert.

Die Tiere wurden in Macrolon® Nr. 2 — Ké&figen gehalten, mit einer Standarddiét (ssniff®
R/M-H, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) erndhrt und erhielten Wasser ad
libitum.

Wahrend der gesamten Studie befanden sich die Tiere in der Tierhaltung des Institutes fir
Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen unter tierérztlicher

Kontrolle.

3.2 Versuchsgruppen

Die Méause wurden in zwei Gruppen aufgeteilt:
Gruppe I: Traumatisch-hdmorrhagischer Schock

Gruppe II: Kontrolloperation, d.h. kein Trauma, kein Blutverlust

3.3  Traumatisch-hamorrhagisches Schockmodell

Fur die Durchfiihrung des traumatisch-hd&morrhagischen Schocks wurden die Tiere der
Gruppe | mit einer Mischung aus Isoflurane (Forene®), Lachgas (N,O) und Sauerstoff (O,)
anasthesiert. In Ruckenlage gebracht, wurden die Tiere rasiert und mit Hautantiseptikum
desinfiziert. ~ Als Weichteiltrauma wurde eine Mittellinienlaparotomie unter sterilen
Operationsbedingungen durchgefuhrt. Nach Freipréparation der Muskelschicht er6ffnete man
das Peritoneum auf einer Lange von 2,5 cm und verschloss es anschlieBend wieder mit einem
6-0 Faden (Ethibond, Johnson-Johnson, Belgien). Die Haut wurde mit einem 5-0 Faden

(Ethibond, Johnson-Johnson, Belgien) verschlossen.
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AnschlieBend wurde ein hdmorrhagischer Schock initiiert. Hierflr erdffnete man beidseits
die Leisten auf einer Lange von 0,5 cm und stellte die Oberschenkelarterien unter
mikroskopischer Kontrolle dar. Beide Arterien wurden distal ligiert und mit Polyethylen
Katheter (SIMS Portex, UK) kaniliert. Uber beide Katheter konnte entweder durch
Aspiration den Versuchtieren Blut zur Blutdruckreduktion enthommen werden, oder
kontinuierlich der mittlere arterielle Blutdruck gemessen (MAP) werden. Dies geschah
mittels eines computergesteuerten Messprogrammes (Digi-Med, Louisville, KY). Der
herkdbmmliche MAP einer Maus von ca. 90mmHg wurde innerhalb von zehn Minuten auf
Werte von 35 £ 5 mmHg lber einen der beiden Katheter gesenkt und fur 90 min auf diesem
Niveau gehalten. In Fig.4 ist der Blutdruckverlauf wéhrend der Dauer des Schocks und der

Reperfusion dargestellt.

Wahrend dieses Zeitraumes des Schocks befanden sich die Versuchtiere nicht in Narkose, da
die hypothensive Wirkung der Inhalationsnarkotika eine standardisierte Durchfiihrung des

Blutdruck-kontrollierten Schockmodells unmdglich gemacht hatte.

Im Anschluss an die hypothensive Phase wurde den Versuchtieren (iber einen der Katheter
das Vierfache des entnommenen Blutvolumens in Form von Ringer-Laktat (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) im Zeitraum tber 30 min zugefihrt.

Nach Beendigung der Reperfusion wurden die Tiere wieder narkotisiert, die Katheter entfernt,
die Femoralarterien ligiert und die Haut mit einem 5-0 Ethicon® Faden verschlossen.

Vor Wundverschluss wurde auf den Wundbereich noch Xylocain® (Lidocain, AstraZeneca

GmbH, Wedel, Deutschland) zur Lokalanasthesie aufgebracht.
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Fig.4:
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Fig. 4: Blutdruckkurve (schwarz) im Rahmen der hdmorrhagischen Phase des Schocks (90
min) und anschlielender Flissigkeitssubstitution (30 min). Weil3 dargestellt der

Blutdruckverlauf der Kontrolltiere ohne hdmorrhagischen Schock.

3.4  Kontrolloperation

Die Kontrolloperation (Fig.4) der Versuchtiere in Gruppe Il beinhaltete ebenfalls das
Einlegen der Katheter in die Femoralarterien unter der gleichen Narkose (Forene®+N,0+0,),
Blutdruckmessung tber 90 min, Ligatur der Arterien und der Hautverschluss mit 5-0 Faden.
Dabei wurde jedoch weder Blut entnommen, noch eine Eréffnung des Peritoneums
durchgefinhrt.

Die Versuche wurden immer zur gleichen Tageszeit durchgefihrt, um mdglichen zirkadianen

Schwankungen der Plasmahormonspiegel vorzubeugen.

24 Std. nach Schock wurden die Versuchstiere durch eine Uberdosis Narkosegas (Forene®)

eingeschléfert.
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3.5  Gewinnung der Milzzellen

3.5.1 Methodik

24 Stunden nach Schock wurden pro Versuchsansatz die Milz aus jeweils einer Maus der
zwei Versuchsgruppen gewonnen. Dazu wurde die Bauchhohle unter sterilen
Operationsbedingungen eroffnet, die Milz freiprdpariert, abgesetzt und in einer sterilen,
eisgekihlten Phosphat gepufferten Salzlésung (PBS; Merck, Darmstadt, Deutschland)
asserviert.

Die Milzzellen gewann man indem man die jeweilige Milz zwischen zwei gekihlten
Objekttragern vorsichtig zerrieb. Die daraus gewonnenen Zellsuspensionen (je eine
Suspension aus einer geschockten Maus und einer kontrolloperierten Maus) wurden bei 1400
rpm fur 15 min und 4°C zentrifugiert und resuspendiert.

Darin enthaltene Erythrozyten lysierte man durch Zugabe von sterilem Aqua dest. Die Lyse
wurde durch Zugabe von 10 x konzentriertem PBS nach circa fliinfzehn Sekunden gestoppt.
Noch in Losung befindliche Erythrozytenfragmente konnten aufgrund ihrer Eigenschaft zur
Adhasion an Glasoberflachen mittels Titration durch eine Glaspipette herausgefiltert werden.
AnschlieBend zentrifugierte man die Zellsuspensionen erneut bei 1400 rpm und 4°C fir 15
min.

Noch bevor mit der Separation der T-Zellen und APC begonnen wurde, asservierte man pro
Suspension 2 x 10° Zellen, die fiir die Detektion der Oberflachenmarker direkt 24 Stunden
und noch vor Stimulation und Zellkultur bestimmt waren. Der genaue Ablauf der Zellfarbung

und Durchflusszytometrie entsprach denselben unten beschriebenen Verfahren.
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3.5.2 Materialien

Tab.1:

Gerateart Herkunft/Firma

Brutschrank US-AUTO-Flow?, NuAir, Phymouth, Minnesota, USA

Arbeitsbank Gelaire®,BSB 6A, Flow Laboratories GmbH, Meckenheim,
Deutschland

Mikroskop IDO 3, Zeiss, Deutschland

Zentrifuge Rotixa / PR, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Vortexgerat Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

Pipettierhilfe Easypet

Eppendorf, Deutschland

Handpipetten
10pl, 100ul und 1000pl

Eppendorf, Deutschland

50 ml Zentrifugiergefalie

Blue Max'™, Falcon, BD, Heidelberg, Deutschland

15 ml Zentrifugiergeféale

TPP, Trasadingen, Schweiz

sterile Pipettenspitzen (5ml,
10ml, 25ml)

Costar®, Corning, NY, USA

sterile Pipettenspitzen (10ul,
100p1, 1000pl)

Rainin, Leiden, Niederlande

Gewebekulturplatte (24-well)

Nunclon™ Surface, Nunc™, Wiesbaden, Deutschland

Zell-Zdhlkammer nach
Neubauer

Karl Hecht KG, Sondheim, Germany

Tab.: 1 zeigt im Verlauf der Zellkultur verwendete Gerate und Hilfsmittel.
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3.6  Immunomagnetische Zellsortierung (MACS®)

Nachdem aus den zwei Versuchstieren die Milzen gewonnen wurden, die Zellen in Ldsung
gebracht, die Erythrozyten lysiert und die Zellen gezéhlt wurden, konnte mit der Separation
der T-Zellen begonnen werden. Fir diese Auftrennung verwendete man sich der

immunomagnetischen Zellseparation der Firma Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland).

3.6.1 Prinzip

Die Technik basiert auf der Verwendung von MACS® Microbeads - dies sind
supermagnetische Kleinstpartikel (ca. 50nm) konjugiert an monoklonale Antikorper. Die
Antikorper fir sich sind hochspezifisch fiir charakteristische Oberflachenantigene (CD,
Cluster of Differentiation), die die verschiedenen Zellpopulationen durch deren Expression
differenzierbar machen.

Hier verwendete Antikorper waren spezifisch fiir die Oberflachenmarker CD11b, CD45R,
DX-5 und Ter-119. Damit wurden folgende Zellreihen magnetisch markiert: B-Zellen,
Naturliche Killerzellen (NK), Dendritische Zellen (DC), Makrophagen (M@), Granulozyten
und Erythrozyten.

Nicht markiert und damit nicht magnetisierbar waren alle Subpopulationen der T-Zell-Reihe,

wobei sich diese Art der Zellauftrennung fiir T-Zellen Negativselektion nennt.
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Fig. 5:

———— Antikdrper markierte Zelle

nicht markierte Zelle (hier T-Zelle)

Magnet

Magnetsaule

Zellkulturréhrchen

separierte Zellen

Fig. 5: Schematische Darstellung der MACS® Zellseparation. Die Antikorper-Markierten
Zellen werden in dem Magnetfeld zurlickgehalten, die unmarkierten Zellen, respektive T-Zellen,
flieen ungehindert durch die MACS® Column in das Zellkulturréhrchen.

24
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Tab. 2:

Produkte Enthalten Herkunft

MACS-Puffer 11 PBS, ph7,2 (fiir Zellseparation nach
+ 0,59 BSA Angaben des Herstellers
+2mM EDTA hergestellt)

Biotin-Antibody-
Cocktail

Cocktail enthélt biotin-konjugierte,
monoklonale Antikdrper gegen:
CD11b, CD45R, DX5 und Ter-119

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Anti-Biotin
MicroBeads®

Superparamagnetische
MicroBeads® konjugiert an

monoklonale Antikorper

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Separations Kit

Haltervorrichtung

MACS® LS- Magnetsaule mit Miltenyi Biotec, Bergisch

Columns kunststoffumhiillten magnetischen | Gladbach, Deutschland
Fasern

MidiMACS™- MACS LS Column-Adapter + Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach, Deutschland

Tab. 2: zeigt die bei der immunomagnetischen Zellseparation der T-Zellen verwendeten

Materialien.

3.6.3 Methodik

Nach erneutem Waschen der Zellsuspensionen, nur diesmal mit dem eigens fiir die Separation

angesetzten Puffer (Tab.2), wurden die Uberstande abgesaugt, resuspendiert und 1pl pro 10°

Zellen des Biotin-Antibody-Cocktails (Tab.2) zugegeben. Nach zehn Minuten Inkubation bei

4-8°C, wurden in einem zweiten Arbeitsschritt 2pl/10° Zellen der Anti-Biotin-MicroBeads-

Losung (Tab.2) hinzu pipettiert.

Nach 15 minitiger Inkubation bei 4-8°C wurden die

Zellsuspensionen mit 4 ml Pufferldsung gewaschen und 10 min bei 1200 rpm und 4°C

zentrifugiert.
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Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen resuspendiert, mit 5 ml Puffer verdiinnt
und die zwei Zellsuspensionen aus den Milzen der geschockten- und der kontrolloperierten-
Maus durch jeweils eine MACS® Column (Tab.2) pipettiert. Diese mit Stahlwolle gefullten
Sdaulen fiir sich befanden sich in einer VVorrichtung mit einem starken Magnetfeld.

Beim Durchfluss durch dieses Magnetfeld wurden alle magnetisch markierten Zellen in den
Saulen gehalten, alle nicht markierten Zellen — in diesem Falle die T-Zellen — konnten
ungehindert die Sdule passieren und in einem Zellkulturgefal aufgefangen werden.

Nach viermaligem Waschen der S&ulen mit jeweils 3 ml Puffer und Herausnehmen der
MACS® Columns aus der Vorrichtung konnten nun die vorher im Magnetfeld gebundenen

Zellen durch zweimaliges Spuilen mit 5 ml Pufferlésung gewonnen werden.

Auf diese Weise erreichte man einen Reinheitsgrad der T-Zellen in der Suspension von
durchschnittlich 93%, welche durch mehrere eigens angefertigte durchflusszytometrische

Messungen bestétigt wurde.

Fig. 6a und 6b:
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Fig. 6a: Fig. 6b:
FL-1 Makrophagenmarker CD11b (+); FL-2 T-Zellmarker CD3 (+) vor(6a) und nach(6b) MACS®

Zellseparation.
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Nach Separierung der T-Lymphozyten wurden die vier Zellsuspensionen (jeweils die
separierten T-Zellen und die Zellsuspensionen der ,,Nicht-T-Zellen* der kontrolloperierten
und der geschockten Maus) nochmals bei 1200 rpm fir 10 min zentrifugiert, in N&hrmedium
aufgenommen, gezahlt und auf die spater fur die Zellkultur benotigten Konzentrationen

verdinnt.

3.7  Gewinnung der Antigenpréasentierenden Zellen

Nachdem aus den Zellsuspensionen die T-Lymphozyten separiert wurden, konnten daraus die
Antigenprésentierenden-Zellen durch deren Eigenschaft der Adhérenz auf Plastikoberflachen
aufgereinigt werden. Hierzu wurde in die im weiteren Verlauf zur Zellkultur verwendeten 24-
well-Zellkulturplatten pro well eine Million Zellen pipettiert und bei 37°C und 5% CO; im
Kulturschrank inkubiert.

Nach zwei Stunden entfernte man vorsichtig das Nahrmedium und wusch die einzelnen wells
noch weitere vier Mal mit warmem N&hrmedium behutsam, um die nicht adh&renten Zellen

aus den wells zu entfernen.

3.8 Zellkultur und Stimulation

Zu den adharenten Zellen — respektive Antigenprasentierenden-Zellen - (ca. 100.000 Zellen)
wurden pro well 500.000 T-Zellen hinzu pipettiert. Dadurch entstanden vier Kokulturen mit
dem physiologischen Quotienten von 1:5 aus T-Zellen und Antigenprésentierenden Zellen,
die entweder aus den Milzen einer geschockten oder einer kontrolloperierten Maus gewonnen
wurden (Fig.7). Diese Ansatze wurden flr 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, in 1ml/well
Zellkulturmedium (DMEM + 10% FCS + 1% L-Glutamin) inkubiert und mit

unterschiedlichen Substanzen stimuliert.
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Fig. 7:

Kontroll T-Zellen Kontroll T-Zellen Schock T-Zellen Schock T-Zellen
Kontroll APC Schock APC Kontroll APC Schock APC

Fig. 7: Kokulturen von zuvor separierten T-Zellen und APC aus geschockten (Schock) und

kontrolloperierten (Kontroll) Mausen 24 Stunden nach traumatisch-hamorrhagischem Schock

Fur die Stimulation der T-Zellen wurde das Polysaccharid Concanavalin A (ConA) gewahlt,
das beispielsweise nach Zugabe in die Zellkultur zur Sekretion von IL-2 und IFN-y fiihrt *%.

Fur die Stimulation der Antigenprésentierenden Zellen verwendete man Lipopolysaccharid
(LPS). Dieser Bestandteil der Zellmembran von Escherichia coli fiihrt Gber die Bindung an

den CD14 Rezeptor zu einer Aktivierung der Antigenprasentierenden Zellen .

Zusétzlich zu diesen Kokulturen setzte man Monokulturen der T-Zellen und
Antigenprésentierenden Zellen mit gleichem Stimulationsmuster an, dartber hinaus wurden

zusatzlich unstimulierte Zellkulturen angesetzt.

Nach 48 Stunden Inkubation der Zellen im Brutschrank wurden die Uberstande aliquotiert
und bei 70°C asserviert - die zuriickbleibenden Zellen zur Bestimmung und Quantifizierung

von Oberflachenmolekiilen der Durchflusszytometrie zugefiihrt.
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3.9  Durchflusszytometrie
3.9.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse der Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften von Einzelzellen in Suspension. Dabei konnen die Zellen mittels
spezifischer, fluoreszenzmarkierter, monoklonaler  Antikorper anhand ihrer
Oberflachenantigene (CD) charakterisiert werden, was eine Unterscheidung von Zellen mit
ahnlichen morphologischen Eigenschaften ermdglicht.

Die zu untersuchende Zellsuspension wird Gber eine Kapillare mit Uberdruck in den
Messbereich befordert.  Dieser Druck beschleunigt die Zellen beim Eintreffen am
Analysepunkt, so dass sie in der Suspension einzeln aneinandergereiht vorliegen.
Zellaggregate werden durch diesen Vorgang, der auch als hydrodynamische Fokussierung
bezeichnet wird, aufgeldst.

Am Analysenpunkt trifft monochromatisches Licht einer Wellenldnge von 488 nm, das
mittels eines fokussierten Argonlaserstrahls generiert wird, auf die Einzelzelle.

Jede Zellart streut entsprechend ihrer Gréf3e, der Struktur ihrer Zellmembran und der Art ihrer
intrazellularen Bestandteile das auftreffende Licht in spezifischer Weise. Der grolRte Anteil
des Lichtes wird vorwarts gestreut, wobei das Vorwaértsstreulicht (FSC) nach Ausblendung
des ungebrochenen Zentralstrahles ein Mal3 fiir die GroRe der Zelle darstellt.

Ein weiterer Teil des Lichtes wird im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreut
und als Seitwartsstreulicht (SSC) bezeichnet. Das Mal} der Seitwartsstreuung ist dabei von
der Granularitét der Zelle abhéngig.

Die zu bestimmenden Zellen werden zusatzlich mit monoklonalen Antikérpern markiert, die
ihrerseits mit verschiedenfarbigen Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind.

Die Farbstoffe werden durch das vom Laser generierte Licht mit der Wellenlange 488 nm zur
Fluoreszenz angeregt und emittieren daraufhin Licht unterschiedlicher Wellenldngen. Die
Maxima der Fluoreszenzspektren sind in Tabelle 3 ersichtlich.

Uber Spiegel- und Filtersysteme werden die von jeder einzelnen Zelle ausgesandten
Fluoreszenz- und Streulichtsignale auf Photoverstarkerrohren geleitet. Diese Signale werden
von Detektoren erfasst. Es wird die Amplitude des Pulses bestimmt und zur quantitativen
Auswertung auf den angeschlossenen Computer (Coulter EPICS XL, Beckman Coulter Inc.,
CA, USA) ubertragen.
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Fig. 8:
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Fig.8:  Schematische Darstellung des Funktionsprinzips einer durchflusszytometrischen

Messung.
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3.9.2 Materialien

Tab. 3:
Fluoreszenzfarbstoff Kirzel/Synonym Emissionsmaximum
Fluorescein Isothiocyanat FITC 520 nm (gelb-grin)
Alexa Fluor® 488 Alexa 520 nm (gelb-griin)
Phycoerythrin PE 575 nm (orange-rot)
Phycoerythrin-Cyanin 5 SPRD/Spectral Red 670nm (rot-violett)
R-Phycoerythrin — Cyanine 5 Tandem | TC/Tri-Color® 670nm (rot-violett)
Phycoerythrin - Texas Red® ECD 620 nm (rot)

Tab.3: verwendete Fluoreszenzfarbstoffe bei der Durchflusszytometrie.

Tab. 4:

Produkte

Herkunft

FACS-Puffer (0.1% NaN3 1% BSA in PBS)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Rundbodenrdhrchen fiir FACS-Analyse

Becton Dickinson, Meylan Cedex,

Frankreich
Arbeitsbank Gelaire®,BSB 6A, Flow Laboratories
GmbH, Meckenheim, Deutschland
Vortexgerét Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Handpipetten 10ul, 200ul und 1000pl

Eppendorf, Deutschland

Tab.4: zeigt die bei der Durchflusszytometrie verwendeten Materialien.
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Tab.5:
Antikorper Konjugat Klon Firma Isotyp
CD3e FITC 145-2c11 | B&D | Armen. Hamster
pharmingen IgG 2k
CD4 ECD RM4-5 Caltag Ratte 1gG 2a
CD8a Tri-Color 5H10 Caltag Ratte 1gG 2b
CD11b ECD M1/70.15 Caltag Ratte 1gG 2b
CDl11c Alexa Fluor 488 N418 Caltag Hamster IgG
CD11c PE N418 Caltag Hamster 1gG
CD28 PE a7.51 | Beokman | ster 1gG
Coulter
CD69 PE H1.2F3 B&_D Armen. Hamster
pharmingen IgG 1A
CD80 FITC 16-10A1 |  B&D | Armen. Hamster
pharmingen IgG 2k
B&D
CD86 FITC GL1 . Ratte IgG 2ax
pharmingen
MHC 11 SPRD NIMR-4 | BECKMaN | patte 1gG 2b
Coulter
Anti-Maus CD16/CD32
2.4G2 B&D
F.-Blocker

Tabh.5:

durch die Verwendung einer hierfur speziellen Isotypkontrolle verifiziert.

3.9.3 Methodik

zeigt die verwendeten Antikorper bei der Flowzytometrie. Jeder Antikorper wurde

Nach Gewinnung der Uberstande und deren Asservierung, wurden die noch in den einzelnen
wells befindlichen Zellen (ca. 600.000 Zellen) durch die Verwendung eines konventionellen
Zellschabers und warmen Zellkulturmediums entfernt und in FACS-Rundbodenrdhrchen
(Tab.4) Uberfuhrt.

AnschlieBend wusch die Zellen mit FACS-Puffer (4 min bei 4°C und 1200 rpm), und mit 2yl
Fc-Blocker (Tab.5) fur 10 Minuten bei Dunkelheit inkubiert. Dies diente der Blockierung der
zahlreichen F¢-Bindungsstellen auf Antigenprasentierenden Zellen. Danach wurden die
Rohrchen erneut mit 3ml FACS-Puffer gewaschen und resuspendiert,

Dieser Prozedur folgend wurden die eigentlichen Zellfarbungen durchgefuhrt. Die jeweils

bendtigten Antikorpervolumina der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe ermittelte man in
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Vorversuchen durch Verdinnungsreihen im Bereich der Séttigungscharakteristik.  Zur
Kontrolle unspezifischer Bindungen und Autofluoreszenz wurde eine jeweils passende
Isotypkontrolle mit baugleichem Antikdrper (Tab. 5) durchgefihrt.

Die Intensitdtsmaxima der jeweiligen Isotypkontrollen justierte man in der erste log-Dekade
und belieR diese Einstellungen flr die nachfolgenden Proben. Als ein positives Ereignis galt
jedes Intensitatssignal, welches hoher als die Fluoreszenz der Isotypkontrolle der
Vergleichsprobe lag. Diese Grenzen wurden jeweils fur eine Probe der jeweils gemessenen
Farbkombinationen festgelegt und bei den anderen &quivalenten zu bestimmenden Proben
belassen. Eine Vergleichbarkeit der Proben aus den jeweiligen verschiedenen Gruppen war

hiermit fur jeden einzelnen Versuchstag moglich.

Fig. 9:
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Fig.9: Antikorpertitration fur die Bestimmung des Sattigungsbereiches am Beispiel CD8

Die Leuchtintensitat der Zellen nimmt pro zusatzlich verwendeten pl AntikOrper zu
(Bereich zwischen 0,5ul und 3pl), bis eine Sattigung erreicht wird (hier bei 3ul). Der
anschlieRende Abfall der Fluoreszenz lasst sich durch Uberséttigung und der damit

einhergehenden Konkurrenz der Antikdrper um die Bindungsstellen erklaren.
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3.10 Zytokinbestimmung mittels MultiPlex®-Assay

Fur die Messung von Zytokinkonzentrationen mittels eines Multiplex-Assays von BioRad®
benotigte man pro zu messendem Ansatz 50pul der aliquotierten und asservierten Uberstande.

3.10.1 Prinzip

Die Messung von Proteinen aus den Zellsuspensionsuiberstanden beruht auf einem Multiplex
Prinzip, das von der Firma Biorad entwickelt wurde. Dabei werden mit spezifischen
Antikorpern beschichtete synthetische Kiigelchen (Beads) mit den Uberstanden inkubiert, die
in ihrem Inneren eine Mischung aus mehreren Fluoreszenzfarbstoffen mit spezifischer
Absorptions- und Emissionswellenlédngen besitzen. Ein zweiter Detektionsantikorper bindet
das jeweilige Zytokin an einem anderen Epitop. Nun wird dieser Antikorper uber
Streptavidin an den Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) gekoppelt. Aus der Anzahl
spezifisch leuchtender Beads und der simultanen Messung der durch PE hervorgerufenen
Emission pro Bead, lasst sich mittels einer Standardverdiinnungsreihe einer definierten

Zytokinmischung die jeweiligen Zytokinkonzentrationen aus den Uberstanden bestimmen.
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3.10.2 Materialien

Tab. 6:

Produkte Herkunft

Mikrotiterplatte inkl. Abdeckung und BioRad laboratories, Hercules, CA; USA
Ablagewanne

Bio-Plex assay buffer BioRad laboratories, Hercules, CA; USA
Bio-Plex wash buffer BioRad laboratories, Hercules, CA; USA
Bio-Plex detection antibody diluent BioRad laboratories, Hercules, CA; USA
Streptavidin-PE BioRad laboratories, Hercules, CA; USA
Anti-cytokine conjugated beads BioRad laboratories, Hercules, CA; USA

Spezifisch fir IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-12p40, IL-12p70, IFN-y, GM-CSF und

TNF-a
Schittler IKA KS 130 basic, Eppendorf, Deutschland
Bio-Plex array reader BioRad laboratories, Hercules, CA; USA

Tab. 6: zeigt die bei dem Multiplex-Assay verwendeten Materialien.

3.10.3 Methodik

Zu Beginn wurden die Priméarantikorper gegen die zu bestimmenden Zytokine in einem
vorgegebenen Schema in dem Assay-Buffer (Tab. 6) diluiert und fur 30 min. auf Eis gelegt.
In der Zwischenzeit wurde die Mikrotiterplatte (Tab. 6) ebenfalls zweimal mit assay-buffer
gewaschen.

Fiur die Herstellung einer Standardverdinnungsreihe wurde der lyophilisierte
(gefriergetrocknete) Standard (Tab. 6) in 500ul des Zellkulturmediums aufgeldst. Diese
Losung verdinnte man sukzessive in 7 Verdinnungsstufen im Verhéltnis 1:4 und inkubierte

diese ebenfalls fir ca. 30 min auf Eis.
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Danach wurden je 50ul des Standards und der Proben (Zellkulturiberstande) in die daftr
vorgesehenen wells nach einem festen Schema pipettiert und fiir 60 min. bei Dunkelheit auf
einem Schittler (Tab. 6) bei 300 rpm inkubiert. Wahrendessen verdinnte man die
Detektionsantikorper (Tab. 6) fir die zu bestimmenden Zytokine in einem vorgeschriebenen
Verhaltnis mit dem detection-antibody-diluent (Tab. 6). Nach Ablauf der 60 min. wusch man
die Zellkulturplatte dreimal mit 100ul/well mit wash-buffer (Tab. 6) und pipettierte 25pul/well
der detection-antibody-L6sung in die wells und inkubierte diese nach Abdeckung erneut fur
30 min. auf dem Schuttler.

Im Intervall konnte der Streptavidin-Antikdrper (Tab. 6) in vorgeschriebenem Verhaltnis mit
dem assay-buffer verdiinnt werden.

Nach Ablauf der 30 min. wurde die Platte erneut dreimal gewaschen und der Streptavidin-
Antikorper in die wells pipettiert (50ul/well) und wiederum fur 10 min. auf dem Schttler
abgedunkelt inkubiert.

Schliel3lich diluierte man die Lésungen in den wells mit je 100ul assay-buffer und die Platte

war damit bereit fur die computergestiitzte Auswertung im Bio-Plex-Gerat.

3.11 Statistik

Fur alle statistischen Untersuchungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 als signifikant
angenommen. Fur die Datenanalyse der Zytokinsekretion nach Trauma und Blutverlust in
vitro und der Oberflachenexpression der oben genannten Marker wurde mit One-Way
ANOVA mit Student-Newman-Keuls als post-hoc Test oder ANOVA on Ranks durchgefihrt.
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4, Ergebnisse

41  Zytokine

Im Folgenden werden die Ergebnisse der mittels Bioplex Assay® gemessenen Zytokine aus
den Zellkulturiberstdanden aufgefuhrt. Zuerst werden die den T-Zellen zugeordneten
Zytokine aufgefiihrt, gefolgt von den Zytokinen der APC.

4.1.1 T-Zell spezifische Zytokine

4111 Interleukin-2

Im Zellkulturansatz mit der Doppelstimulation ConA und LPS (Figur 10) zeigte sich eine
signifikant reduzierte IL-2 Sekretion in der Kokultur von geschockten T-Zellen und
geschockten Antigenprasentierenden Zellen (Gruppe 4) im Vergleich zu derer von
kontrolloperierter T-Zellen und kontrolloperierten APC (Gruppe 1). Diese Beobachtung ist
auch in den Monokulturen der T-Zellen zu beobachten — auch hier zeigt sich ein suppressiver
Effekt der Trauma-Schock-Prozedur auf die isolierten T-Zellen im Vergleich zu den
kontrolloperierten T-Zellen (Tab. 7).

Dariber hinaus deutet sich eine statistisch nicht signifikante Reduktion der IL-2 Konzentation
in den Gruppen 2 (kontrolloperierte T-Zellen in Kokultur mit schockierten APC) und 3
(schockierte T-Zellen kokultiviert mit kontrolloperierten APC) gegeniiber der Kontrollgruppe
1 (kontrolloperierte T-Zellen und APC) an.
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Fig. 10:
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Fig. 10: 1L-2 Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA,

*p<0.05 vs. Gruppe 1

38
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41.1.2 Interleukin-4

Figur 11 zeigt die Freisetzung von IL-4 unter Stimulation mit ConA und LPS. Das T-Zell
spezifische Zytokin war in den Zellkulturtiberstdnden von geschockten T-Zellen signifikant
reduziert - unabhéngig, ob die geschockten T-Zellen mit kontrolloperierten (Gruppe 3) oder
geschockten APC (Gruppe 4) inkubiert waren. Im Gegensatz dazu hatten geschockte APC
keinen Einfluss auf die IL-4 Sekretion von kontrolloperierten T-Zellen (Gruppe 2). Der
suppressive Effekt des traumatisch-hd&morrhagischen Schocks auf die IL-4 Sekretion von T-
Zellen zeigte sich auch in den Monokulturen der T-Zellen. Auch hier ist die Freisetzung von

IL-4 signifikant reduziert im Vergleich zu kontrolloperierten T-Zellen (Tab.7).
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Fig. 11: IL-4 Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA,

*p<0.05 vs. Gruppe 1; * p<0.05 vs. Gruppe 2
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41.1.3

Interleukin-10

In diesem Versuchsansatz wies das IL-10 (Fig. 12) im Stimulationsansatz mit ConA und LPS

zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede auf.

Tendenziell zeigt sich jedoch eine reduzierte Sekretion von IL-10 nach Trauma und

hamorrhagischem Schock der T-Zellen und APC (Gruppe 4 vs. Gruppe 1) - dieser

Unterschied war jedoch aufgrund der relativ grofien Standardabweichungen in den einzelnen

Gruppen nicht signifikant.

Fig. 12:
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IL-10 Konzentrationen in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
hamorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter

Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA,
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4.1.1.4 Interferon-y
In Figur 13 ist die Ausschittung von IFN-y in den Zellkulturtiberstdnden dargestellt.

Unter Stimulation mit ConA und LPS fuhrte der traumatische hdmorrhagische Schock zu
einer signifikanten Reduktion der IFN-y Sekretion aus T-Zellen (Gruppe 3 und 4 vs. Gruppe 1
und 2) — unabhdngig, ob in den Kokulturen kontrolloperierte (Gruppe 3) oder geschockte
Antigenprasentierenden Zellen (Gruppe 4) vorhanden waren.

Der Zustand der APC hatte auf die Produktion von IFN-y keinen messbaren Einfluss: die
Kokultur von kontrolloperierten T-Zellen mit schockierten APC (Gruppe 2) fiihrte im
Gegensatz zu keiner geringeren IFN-y Freisetzung aus T-Zellen.

Daruber hinaus konnten kontrolloperierte APC die verminderte Sekretion von IFN-y in

Gruppe 3 nicht wiederherstellen.

Interessanterweise zeigen geschockte T-Zellen bereits ohne Interaktion mit APC in den
Monokulturen eine signifikant supprimierte IFN-y Sekretion gegentiber kontrolloperierter T-
Zellen (Tab. 7).

Zusammenfassend fiihrte Trauma und Blutverlust zu einer verringerten IFN-y Freisetzung der
T-Zellen. Diese Beobachtung war unabhéngig, ob APC kokultiviert wurden, oder nicht. Im
Falle einer Kokultur zeigte die unterzogene Prozedur der APC (Trauma-Schock oder

Kontrolloperation) keinen positiven oder negativen Einfluss auf die IFN-y Sekretion.
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Fig. 13: IFN-y Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Hem) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA,

*p<0.05 vs. Gruppe 1; # p<0.05 vs. Gruppe 2
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41.1.5 GM-CSF

Die Sekretion von GM-CSF unter ConA und LPS Stimulation offenbarte identische
Ergebnisse wie das IFN-y nach traumatischem h&morrhagischem Schock der T-Zellen: es
zeigt eine signifikante Suppression unabhangig, ob sezernierenden T-Zellen mit geschockten
APC (Gruppe 4) oder kontrolloperierten APC (Gruppe 3) inkubiert waren (Fig. 14).
Umgekehrt konnten auch hier kontrolloperierte APC die Ausschiuttung von GM-CSF aus
geschockten T-Zellen nicht wieder auf das Niveau von kontrolloperierten T-Zellen steigern
(Gruppe 2).

In den Monokulturen der T-Zellen zeigt ebenfalls ein suppressiver Effekt der Trauma-Schock
Prozedur auf die T-Zellen (Tab. 7) ohne den Einfluss der APC.
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Fig. 14:
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Fig. 14: GM-CSF Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA,

*p<0.05 vs. Gruppe 1;# p<0.05 vs. Gruppe 2
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4.1.2 APC spezifische Zytokine

4121 Interleukin-1

24 Stunden nach traumatisch-hamorrhagischem Schock konnte kein Unterschied in der
Zytokinsekretion von IL-1 zwischen den vier Versuchsgruppen nachgewiesen werden (Fig.
15). Interessanterweise zeigten die separierten APC in ihren Monokulturen keine messbare
Zytokinproduktion. Im Gegensatz dazu war in den Monokulturen der T-Zellen (Tab. 7)
geringe Konzentrationen von IL-1 zu messen, was entweder einer spontanen Sekretion von
IL-1 der T-Zellen entspricht, oder einer Verunreinigung der T-zellularen Monokultur durch
APC verursacht ist.

Fig. 15:
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Fig. 15: 1L-1 Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstdnden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hamorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach 48 Stunden Zellkultur.

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean +SEM, ANOVA
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41.2.2 Interleukin-6

Das hauptséchlich von APC ausgeschuttete Zytokin IL-6 zeigte unter der Doppelstimulation
mit ConA und LPS keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen der
Kokulturen (Figur 16). Aus den Monokulturen der T-Zellen und APC (Tab. 10) kénnte man
schliel3en, dass beide Populationen IL-6 in geringen Mengen produzieren, wobei sich auch in

diesen keine signifikanten Unterschiede in den IL-6 Konzentrationen nachweisen lief3en.

Fig. 16:
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Fig. 16: 1L-6 Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean +SEM, ANOVA
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4.1.2.3 Interleukin-12

Im Falle des Interleukin-12 (Fig. 17 und 18) wurde sowohl das bioaktive IL-12 (p70), wie
auch dessen Vorstufe IL12 (p40) in den Zellkulturiiberstanden gemessen.

24 Stunden nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock zeigte sich eine supprimierte IL-
12p40 Sekretion der APC in den Zellkulturansatzen mit geschockten T-Zellen (Gruppen 3
und 4 vs. Gruppen 1 und 2).

Wurden geschockte APC mit kontrolloperierten T-Zellen inkubiert, resultierte daraus keine
unterdriickte I1L-12(p40) Sekretion (Gruppe 1 vs. 2), was daraufhin deutet, dass der
traumatisch-hdmorrhagische Schock per se keine supprimierende Wirkung auf die 1L-12
Sekretion der APC zu haben scheint.

Interessanterweise flhrte eine Koinkubation von schockierten T-Zellen mit kontrolloperierten
APC (Gruppe 3) zu einer signifikant verminderten Freisetzung von IL-12 aus primér nicht
geschadigten APC.

In den Monokulturen der APC konnte kein signifikanter Effekt des traumatisch-
h&morrhagischen Schocks nachgewiesen werden (Tab. 7). Dartiber hinaus zeigte sich in den
Monokulturen der T-Zellen eine basale Rate an IL-12(p40), was moglicherweise auf eine
geringe Verunreinigung der Monokultur durch APC hindeutet (Tab. 7).
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Fig. 17: 1L-12p40 Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hamorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean # SEM, ANOVA,

*p<0.05 vs. Gruppe 1; # p<0.05 vs. Gruppe 2

Das bioaktive 1L-12(p70) zeigte ein nahezu identisches Bild im Vergleich zu 1L-12(p40).
Einzig ist die fehlende Signifikanz zwischen den Gruppen Gruppe 2 vs. Gruppe 3
anzumerken. Dies schréankt aber nur die Aussage Uber den suppressiven Effekt der
schockierten T-Zellen auf kontrolloperierte APC ein. Die Kernaussage, dass schockierte T-
Zellen die IL-12 Sekretion von APC hemmt (Gruppe 3 und 4) und andererseits die Kokultur
von kontrolloperierten T-Zellen mit schockierten APC (Gruppe 2) zu keiner signifikanten

Suppression der 1L-12 Ausschittung fuhrt, bleibt erhalten.
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Kongruent zu den Ergebnissen aus den Monokulturen der Messungen von IL-12(p40)
offenbaren sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Trauma-Schock und den

Kontrolloperationen bei der Sekretion von IL-12(p70).

Fig. 18:
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Fig. 18: 1L-12p70 Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll) unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur Gber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA,

*p<0.05 vs. Gruppe 1; # p<0.05 vs. Gruppe 2



Ergebnisse

4124 TNF-a

50

Das hauptsachlich von APC sezernierte Zytokin zeigt sich 24 Stunden durch den traumatisch-

hamorrhagischem Schock nicht beeinflusst (Fig.19). Die Sekretion ist in den vier Kokulturen

der T-Zellen und APC vergleichbar.
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Fig. 19: TNF-a Konzentrationen (pg/ml) in den Uberstanden 24 Stunden nach entweder
traumatisch-hamorrhagischem Schock (Schock) oder Kontrolloperation (Kontroll unter
Stimulation mit ConA und LPS nach Zellkultur tber 48 Stunden.

Gruppen 1-4: Kokulturen von T-Zellen und APC:

Gruppe 1: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 2: Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 3: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 4: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=8-10 pro Gruppe, Mean + SEM, ANOVA
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4.1.3 Zytokinkonzentrationen stimulierter Monokulturen

In der nachfolgenden Tabelle sind die Mittelwerte der Zytokinkonzentrationen nach
traumatisch-h&morrhagischem Schock in den Monokulturen von T-Zellen und APC
abgebildet.

Hier zeigen sich folgende signifikante Anderungen der Zytokinsekretionen:

IL-2, IL-4, IFN-y und GM-CSF zeigen signifikant reduzierte Konzentrationen in den Kulturen

von schockierten T-Zellen gegeniiber den Messungen von kontrolloperierten T-Zellen.

Tab. 7:

Zytokine Kontroll APC | Schock APC Kontroll TZ Schock TZ
IL-1 (pg/ml) Q) ) ) )
IL-2 (pg/ml) ) ) 1104+144 622+82%
IL-4 (pg/ml) ) ) 279+145 116:+85*
IL-6 (pg/ml) 36977 450480 144+48 160+41
IL-10 (pg/ml) ) ) 1 2

IL-12p40 (pg/ml) 36+3 24+2 130+18 70416

IL-12p70 (pg/ml) 9+2 1442 13+4 540,5
IFN-y (pg/ml) ) ) 245+118 67+13*

GM-CSF (pg/ml) ) ) 2145 10+2%
TNF-a (pg/ml) 4+0,8 4+1 10+4 8+3

Tab. 7: Zeigt die Zytokinkonzentrationen (£ SEM) in den Monokulturen der T-Zellen (TZ)
und APC 24 Stunden nach traumatisch-hamorrhagischem Schock (Schock) oder
Kontrolloperation (Kontroll) unter Stimulation mit ConA und LPS fiir 48 Stunden. N=8-10

pro Gruppe, Mean # SEM, ANOVA; *p<0.05 vs. Kontroll TZ

(-) = nicht nachweisbar
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4.2  Expression von Oberflachenmolekilen

Fur die Detektion von Oberflachenmolekilen wurden pro Versuchsansatz zwei Zeitpunkte fur
die Durchfihrung einer Durchflusszytometrie gewéhlt. Einerseits wurden Milzzellen aus
jeweils einer geschockten- und einer kontrolloperierten Maus direkt vor der T-Zellseparation
fiir die Analyse abgezweigt (folglich auch unstimuliert), andererseits die Zellen nach der 48-

stindigen Inkubation und Stimulation der Durchflusszytometrie zugefihrt.

4.2.1 T-Zell spezifische Oberflachenmarker

4.2.1.1 T-zellulére Subgruppen CD4 und CD8

Nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock offenbart dich sowohl direkt nach der
Zellgewinnung, als auch nach der 48-stiindigen Zellkultur und Stimulation keine Anderung
beziglich der Expression der Oberflachenmarker CD4 und CD8 (Fig. 20). Es zeigt sich kein
Verschieben des Gleichgewichts der T-zelluldaren Subpopulationen CD8 (zytotoxische T-
Zellen) oder CD4 (T-Helferzellen), wobei generell beide Oberflachenmarker in allen vier
Zellkulturansétzen in ihrer Quantitdt geringer exprimiert waren (Fig. C+D, Gruppen 3-6).
Dies lasst sich an der reduzierten Mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) als Mald der
Rezeptordichte auf den Zelloberflachen ablesen (Fig. 20 C+D).

Im Gegensatz dazu konnte eine gleichméRRige Abnahme in Prozent an CD4 (+) und CD8 (+)
Zellen nach der 48-stiindiger Zellkultur nachgewiesen werden (Fig. A+B, Gruppen 3-6 vs.
Gruppen 1 und 2). Zwischen den Versuchgruppen der Kokulturen erweist sich jedoch kein
signifikanter Unterschied sowohl in der Rezeptordichte, wie auch in den prozentualen
Anteilen der CD4 (+) oder CD8 (+) T-Zellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anderungen durch die Zellkulturbedingungen
verursacht wurden — ein Einfluss des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks auf die

Expression der Oberflachenmarker CD4 und CD8 l&sst sich demnach nicht nachweisen.
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Fig. 20:
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Figur 20 A und B:

Prozentzahl CD4 (+) und CD8 (+) Zellen:

Gruppe 1 und 2: jeweils unseparierte und unstimulierte Milzzellen vor Zellkultur
Gruppe 3-6: 48 Stunden nach Zellkultur unter Stimulation mit ConA und LPS.

Figur 20 C und D:

Mittlere Fuoreszenzintensitat (MFI) der CD4 (+) und CD8 (+) Zellen

Gruppe 1 und 2: jeweils unseparierte und unstimulierte Milzzellen vor Zellkultur
Gruppe 3-6: 48 Stunden nach Zellkultur unter Stimulation mit ConA und LPS.

N=6 pro Gruppe

Es wurden pro Messung mindestens 10.000 Zellen via Durchflusszytometrie analysiert.
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4.2.1.2 Aktivierungsmarker CD69

Im Gegensatz zu den Markern CD4 und CD8 wurde der als ,,very early-antigen“ bezeichnete
Oberflachenmarker CD69 nach der Zellkultur und Stimulation stérker auf den Zelloberflachen
der T-Zellen exprimiert (Gruppen 1 und 2 vs. Gruppen 3-6), wobei sich auch hier kein

signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen der Kokulturen offenbarte.

Fig. 21:
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Fig. 21:

zeigt die Mittlere Fluoreszenzintensitat des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD3 (+)(A),
CD4 (+) (B) und CD8 (+) (C) Zellen

Gruppe 1 und 2: jeweils unseparierte und unstimulierte Milzzellen vor Zellkultur

Gruppe 3-6: 48 Stunden nach Zellkultur unter Stimulation mit ConA und LPS.

N=6 pro Gruppe

Es wurden pro Messung mindestens 10.000 Zellen via Durchflusszytometrie analysiert.
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4.2.1.3 Kostimulatorischer Oberflachenmarker CD28

Trotz der Verwendung zweier unterschiedlicher Antikorper von unterschiedlichen Herstellern
konnte das Oberflachenmolekiil CD28 zu keinem Zeitpunkt auf den Oberflachen der T-Zellen

detektiert werden.

4.2.2 APC spezifische Oberflachenmarker

4.2.2.1CD11b und CD11c

Zur Differenzierung der adhdrenten Zellen in Makrophagen (CD11b) und Dendritische Zellen
(CD11c) wurden fur die jeweilige Population spezifische Oberflachenmarker verwendet.

Die Expression dieser Oberflachenmarker ist vom Aktivierungszustand der jeweiligen
Zellpopulation abhéngig. So finden sich in dem so genannten gate, welches zu Beginn der
Studie aufgrund der Morphologie von APC als Lokalisation derer festgelegt wurde, in den
Ansétzen vor Zellseparation (ohne Zellkultur und Stimulation) durchschnittlich 50% CD11b
(+) Zellen (Fig. B, Gruppen 1 und 2) und ca. 3% CD11c (+) Zellen (Fig. A, Gruppen 1 und 2).
Nach der Zellkultur mit der Doppelstimulation mit ConA und LPS zeigen sich eine weitaus
geringere Anzahl Zellen als CD11b (+), ca. 5% (Fig. B, Gruppen 3-6), dafiir aber bis zu 15%
der Zellen als CD11c (+) (Fig. A, Gruppen 3-6). Diese Differenzen lassen sich mit geringen
und nicht signifikant unterschiedlichen Zahlen auf alle der vier Versuchgruppen der
Kokulturen (Gruppen 3-6) tibertragen.

Die mittlere Fluoreszenzintensitat als dimensionsloses Mal} der Rezeptordichte von CD11b
und CD11c, war bei beiden Markern deutlich vermindert. So zeigte sich im Fall von CD11c
eine Reduktion von ca. 50 MFI direkt 24 Stunden nach Trauma und Schock und noch vor
Zellseparation, auf eine durchschnittliche MFI in allen 4 Kokulturen nach Zellkultur und
Stimulation von ca. 5 (Gruppen 1+2 vs. Gruppen 3-6).

Noch dramatischer fiel der Verlust an Oberflachenrezeptoren bei CD11b aus. Bei einem
Ausgangswert der MFI von durchschnittlich 35 im Fall der Kontrolltiere und ca. 30 MFI bei
traumatisch-hamorrhagischem Schock Versuchstieren, wurde der Rezeptor CD11b nahezu auf
das Niveau der Isotypkontrollen (ca. 0,4) runterreguliert. Dieser Umstand schrankt damit die
maogliche Aussage der Oberflachenexpression von MHC Il auf CD11b (+) Zellen ein.
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Fig. 22:
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Fig. 22: zeigt die Prozentzahlen und die Mittlere Fluoreszenzintensitat von CD11c (+)
(A+C) und CD11b (+) (B+D) Zellen 24 Stunden nach Kontrolloperation (Kontroll) oder

traumatisch-hamorrhagischem Schock (Schock):

Gruppe 1 Kontroll, Gruppe 2 Schock,

oder zusatzlich Zellkultur fur 48 Stunden unter Stimulation mit ConA und LPS:
Gruppe 3: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 4 Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 5: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 6: Schock T-Zellen + Schock APC;

N=6 pro Gruppe

Es wurden pro Messung mindestens 10.000 Zellen via Durchflusszytometrie analysiert.
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4.2.2.2 Kostimulatorische Oberflachenmarker CD80 und CD86

Die kostimulatorischen Oberflachenmarker CD80 und CD86 zeigen nach der Zellkultur eine
gesteigerte Expression auf CD11b (+) und CD11c (+) Zellen in allen vier Versuchsgruppen
der Kokulturen (Gruppen 3 und 6) im Vergleich zu Zellen der Gruppen 1 und 2 24 Stunden
nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock und noch vor Zellkultur. (Fig.23) Dabei zeigte
sich aber unter den Versuchsgruppen nach Stimulation (Gruppen 3-6) kein signifikanter

Unterschied.
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Fig. 23:
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Fig. 23: zeigt die Expression der kostimulatorischen Oberflachenmarker CD80 (A+C) und

CD86 (B+D) auf CD11b (+) und CD11c (+) Zellen.

24 Stunden nach Kontrolloperation (Kontroll) oder traumatisch-hA&morrhagischem Schock
(Schock): Gruppe 1 Kontroll, Gruppe 2 Schock,
oder zusatzlich Zellkultur fur 48 Stunden unter Stimulation mit ConA und LPS:

Gruppe 3: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 4 Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 5: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 6: Schock T-Zellen + Schock APC;

N=6 pro Gruppe

Es wurden pro Messung mindestens 10.000 Zellen via Durchflusszytometrie analysiert.
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4.2.2.3 MHC Klasse Il Expression

Direkt nach der Zellgewinnung und noch vor der Zellseparation zeigt sich ein signifikanter
Unterschied bei CD11c (+) Zellen (Fig. 24). Die Expression von MHC Il war bei den
Zellsuspensionen aus geschockten Mé&usen (somit noch ungetrennte Milzzellen) signifikant
reduziert (Gruppe 2 vs. Gruppe 1).

Diese Beobachtung bestétigte sich auch nach der Zellkultur und Stimulation mit ConA und
LPS — hier war die Expression von MHC Il auf CD11c (+) Zellen in den Féllen der
Kokulturen mit geschockten T-Zellen (Gruppe 3 und 4) im Vergleich zu T-Zellen
kontrolloperierter Tiere (Gruppe 1) signifikant reduziert (Fig. 24).

Der traumatisch-h&morrhagische Schock der T-Zellen scheint ausschlaggebend fir die
Expression dieses Oberflachenmarkers zu sein, da interessanterweise geschockte APC in der
Kokultur mit kontrolloperierten T-Zellen (Gruppe 4) keine supprimierte MHC Il Expression

gegenuber Gruppe 3 aufwies.

Dem gegenlber zeigte sich in der Expression von MHC Il auf CD11b (+) Zellen, respektive
Makrophagen, kein signifikanter ~Unterschied noch vor Zellseparation. Der
Oberflachenmarker war hier sogar nahe der Nachweisgrenze.

In den vier verschiedenen Zellkulturansdtzen nach Kokultur und Stimulation mit ConA und
LPS konnte zwar eine gewisse Regeneration der Oberflachenexpression von MHC Il auf
CD11b (+) Zellen nachgewiesen werden, jedoch bestétigte sich ein ahnlicher Effekt wie bei
den CD11c (+) Zellen nicht.
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Fig. 24:
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Fig. 24: MHC Il Expression auf CD11c (+) Dendritischen Zellen (A) und CD11b (+)
Makrophagen (B).

24 Stunden nach Kontrolloperation (Kontroll) oder traumatisch-hamorrhagischem Schock
(Schock): Gruppe 1 Kontroll, Gruppe 2 Schock,

oder zusatzlich Zellkultur fur 48 Stunden unter Stimulation mit ConA und LPS:

Gruppe 3: Kontroll T-Zellen + Kontroll APC; Gruppe 4 Kontroll T-Zellen + Schock APC,
Gruppe 5: Schock T-Zellen + Kontroll APC, Gruppe 6: Schock T-Zellen + Schock APC;
N=3 pro Gruppe; * p<0,05 vs. Gruppe 1; * p<0,05 vs. Gruppe 3

Es wurden pro Messung mindestens 10.000 Zellen via Durchflusszytometrie analysiert.

60
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5. Diskussion

5.1  Problemstellung

Nach Trauma und Blutverlust treten im Verlauf gehduft Immundysfunktionen auf, die mit
einer erhdhten Rate an septischen Komplikationen vergesellschaftet sind 3199104120

Dabei ist fur die erfolgreiche Behandlung von Patienten notwendig, die genauen
pathophysiologischen Hintergriinde zu eruieren, um eine suffiziente Therapie einleiten zu
kdnnen.

Priméar nach einem Schockereignis bildet sich vor allem lokal an Ort des Traumas eine Phase
der Hyperinflammation aus, die mit erhdhten Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine

7,37,38,81

einhergeht Eine Ausschwemmung dieser Zytokine kann zu einer generalisierten

Entziindungsreaktion (SIRS) fiihren, was mit einem vermehrten Auftreten von

1336 Im Verlauf

Multiorganversagen (MOF) und erhohter Sterblichkeitsrate verbunden ist
tritt nun kompensatorisch in dieser Phase eine Immunosuppression auf (CARS), in der sich
das Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischer Zytokinsekretion in einem
dynamischen Prozess in Richtung Antiinflammation verschiebt 681100101

Im Rahmen dieser Immunosuppression zeigen sich vor allem im Bereich der zelluldren
Immunabwehr weitreichende funktionelle Defizite 3%,

So weisen beispielsweise Antigenprasentierende Zellen Stérungen im Bereich der Sekretion
von Zytokinen nach Stimulation in vitro eine unterdriickte Antigenprasentation auf "848,
Daruber hinaus zeigen T-Zellen ebenfalls bedeutende funktionelle Stérungen beziglich der
monoklonalen Proliferationsfahigkeit " und der Sekretion von TH-1 Zytokinen (z.B. 11-2
und IFN-y) #7891 Sowohl die Funktionsstorung der APC als auch der T-Zellen erscheint
mit erhdhten Raten an septischen Komplikationen verbunden zu sein ®*".

Angesichts dieser weitreichenden funktionellen Defizite der APC und der T-Zellen stellt sich
hinsichtlich der Entwicklung neuer therapeutischen Strategien die Frage, welche
Zellpopulation vorrangig fir die Persistenz der Immunosuppression im Verlauf nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock verantwortlich ist.

Bisherige Studien verwendeten jedoch zur Untersuchung der postoperativen Immunfunktion
isolierte  Zellpopulationen oder Zellgemische. Diese Daten erlauben daher keine
Beantwortung oben genannter Fragestellung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig isolierte APC und T-Zellen kokultiviert und

anschlieBend die sezernierten Zytokine und Oberflachenmarker gemessen.
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5.2 Relevanz des Tiermodells und der erhobenen Parameter

Um den pathophysiologischen Hintergriinden nach Trauma und Schock adéquat untersuchen
zu konnen, bedarf es der Verwendung eines klinisch relevanten Tierversuchmodells. In
diesem Zusammenhang besteht jedoch bei der Nutzung von GroRtieren ein Mangel an
immunologischen Tests und dafiir benétigter Antikérper *° — dartiber hinaus wiirden diese die
Anschaffung und Haltung der Tiere enorme Kosten verursachen.

Daher werden von den meisten in diesem Bereich der Wissenschaft forschenden
Arbeitsgruppen Méuse als Versuchstiere verwendet. In dieser Arbeit wurden Maduse des
Stammes C3H/HeN verwendet, da sie Uber eine ausgewogene T-zelluldare TH-1/TH-2
Antwort verfiigen und daher dem menschlichen Immunsystem &hnlich sind *.

Diese These wird gestitzt durch vergleichbare Ergebnisse aus dem Tiermodell und klinischen
Studien. So zeigen beispielsweise gewonnene T-Zellen sowohl aus C3H/HeN Mausen als
auch aus menschlichem Blut eine supprimierte Zytokinsekretion nach traumatisch
hamorrhagischem Schock . Gleiche Effekte wurden auch im Bereich der
Antigenprésentierenden Zellen beobachtet: deren reduzierte Fahigkeit zur Zytokinsekretion
und der Antigenprasentation sind sowohl im murinen als auch im humanen Bereich zu
beobachten "1>19-3881

Das verwendete traumatisch hdmorrhagische Schockmodell ist seit vielen Jahren etabliert und
sehr gut charakterisiert. Es ermoglicht neben der erforderlichen Blutdruckreduktion und
permanenten Blutdruckkontrollen tber einen der in die Leisten eingebrachten Katheter eine
adéquate Flussigkeitssubstitution nach Durchfiihrung des traumatisch hamorrhagischen
Schocks *°.  Das verwendete nichtletale Tierversuchmodell % filhrt zu einer
Immunosuppression fiir bis zu sieben Tage ***, wobei sich in diesem Zeitraum eine erhdhte

Anfalligkeit fir septische Komplikationen zeigt **199101.120,

Im Rahmen dieser Studie wurden aus den Versuchstieren 24 Stunden nach traumatisch
hamorrhagischem Schock oder nach Kontrolloperation die Milzen entfernt um daraus T-
Zellen und Antigenprasentierende Zellen zu gewinnen. Dieser Zeitpunkt wurde gewéhlt, da
in vorangegangenen Studien sich zu diesem Zeitraum die maximale Immunsuppression zeigte
53.

Fur die |Isolierung der T-Zellen bediente man sich einer immunomagnetischen
Zellauftrennung.  Dabei existieren zwei verschiedene Methoden, um die T-Zellen zu

gewinnen: die Positiv- und die Negativselektion. Bei der Positivselektion werden die T-
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Zellen direkt mittels eines Antikorpers gegen ein spezifisches Oberflachenmolekil (hier
CD90) markiert, bei der Negativselektion (Pan-T-Cell Isolation) werden alle anderen in der
Zellsuspension vorhandenen Zellen markiert (siehe Material- und Methodenteil).

Beide Systeme wurden in Vorversuchen in ihrer Durchfiihrbarkeit und Effizienz verglichen
und mittels Durchflusszytometrie validiert. Die Reinheit der zu gewinnenden T-Zellen war in
der Negativselektion hoher.

Die Antigenprasentierenden Zellen wurden nach T-Zellseparation aufgrund ihrer Fahigkeit
zur Adhérenz an Plastikoberflachen isoliert ®. Diese Technik erméglicht eine Aufreinigung
der APC von bis zu 95% 2%, wobei eine Aktivierung der Zellen durch den Kontakt mit
Plastikoberflachen nicht auszuschlieBen ist **. In diesem Fall moglicherweise auftretende
Veranderung wirden jedoch in allen Versuchsgruppen gleichzeitig auftreten und damit die
Ergebnisse in gleicher Weise beeinflussen.

Nach der Separation der Zellen wurden die Zellen nach einem festen Schema fir 48 Stunden
miteinander koinkubiert (s.0.). Um die Zytokinsekretion der zwei Zellpopulationen zu
eruieren, wurden zusétzlich von APC und T-Zellen jeweils Monokulturen angesetzt und
entsprechend der Kokulturen stimuliert. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass auch bei den
verwendeten Monokulturen von einer minimalen Verunreinigung mit T-Zellen bzw. APC

auszugehen ist.

Das hier  verwendete  Versuchmodell basiert auf zwei  unterschiedlichen
Versuchsanordnungen: in den Gruppen 1 und 4 wurden T-Zellen und APC aus den gleichen
entweder kontrolloperierten oder schockierten Versuchstieren koinkubiert. Diese Gruppen
dienten als Vergleichsgruppen fir vorangehende Studien: es zeigten sich groftenteils
kongruente Ergebnisse in den Zytokinproduktion und Antigenprésentation (s.u.). Diese
Tatsache deutet auf die Relevanz der erhobenen Daten und des hier verwendeten

Tierversuchmodells hin und ermdglicht somit den Vergleich mit friheren Studien.

Eine entscheidende Neuerung an dieser Studie war jedoch die Koinkubation von vorher
isolierten T-Zellen und APC aus unterschiedlichen Versuchstieren. Dadurch wurde es
moglich, eine direkte Auswirkung des Schocks wvon Dbeispielsweise T-Zellen auf
kontrolloperierte Antigenprasentierende Zellen und umgekehrt zu beobachten (Gruppen 2 und
3). Eine dabei mdglicherweise auftretenden Reaktion im Sinne einer AbstoRung der Zellen
kann jedoch ausgeschlossen werden. Die in dieser Studie verwendeten Tiere waren

Inzuchtmé&use und weisen daher eine genetische Homogenitat auf. Diese These kann durch
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die in dieser Studie gewonnenen Daten gestiitzt werden: die Kokulturen beispielsweise von T-
Zellen aus kontrolloperierten Versuchstieren mit APC aus geschockten Tieren offenbarte
keinen Unterschied in der Sekretion von IFN-y, was einer immunologischen Reaktion
entsprache %, da die koinkubierten Zellen aus unterschiedlichen Versuchstieren stammten.

Um die Zellen in den Zellkulturplatten zur Sekretion von Zytokinen zu stimulieren, wurden
zwei mitogene Substanzen gewéhit:

Fir die T-Zellstimulation wurde Concanavalin A (ConA) verwendet - dieses Polysaccharid
aus der Jakobsbohne (Canavalina ensiformis) bindet an spezifische Oberflachenstrukturen der
T-Zellen *® und fiihrt zu Zellaktivierung und Sekretion von TH-1 Zytokinen *®. Fir eine
maximale Stimulation der T-Zellen durch ConA ist jedoch die Anwesenheit des durch APC

sezernierten IL-1 erforderlich 1%

. Eine zusétzliche Aktivierung der APC durch ConA ist hier
jedoch nicht auszuschlieRen .

Zur Stimulation der APC wurde Lipopolysaccharid (LPS) als Bestandteil der Zellmembran
von Escherichia coli verwendet. Dieses Mitogen bindet in Kombination mit LBP
(Lipopolyssacharide Binding Protein) an den spezifischen LPS-Rezeptor CD14 auf den
Oberflachen der APC 8. Dieser Komplex wird internalisiert und via MHC 11 wieder auf der
Zelloberflache exprimiert *°. Dies resultiert in einer Aktivierung von APC und stimuliert
diese zur Zytokinsekretion ®. Es sollte betont werden, dass auch fiir LPS eine eindeutig
selektive Stimulation der APC nicht gewahrleistet ist: Kaya et al. zeigte in einer Studie die
Stimulierbarkeit von T-Zellen durch LPS ®. In wie weit eine Verunreinigung durch APC in
diesen Studien vorhanden war, bleibt jedoch unklar.

17,20,127

Dennoch stellen die Stimulationen der T-Zellen durch ConA und der

Antigenprasentierenden Zellen durch LPS 112193850

etablierte Stimulationsbedingungen dar,
die in einer Vielzahl klinischen und experimentellen Studien zur Anwendung kamen.
Daruber hinaus wurden zur Ermittlung der spontanen Zytokinsekretion auch unstimulierte

Zellen fiir 48h inkubiert.

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen aus den Zellkulturiiberstanden wurde ein
Multiplex assay verwendet. Diese Technik verbindet die klassische ELISA-Technik mit der
Durchflusszytometrie und bietet dabei aber im Gegensatz zur ELISA-Technik die
Madglichkeit, mehrere Proteine gleichzeitig zu messen. Daruber hinaus ermoglicht dieses
Verfahren die Messung der Zytokine in einem groReren Referenzbereich. Wahrend bei der

ELISA-Technik ohne Verdunnung der Zellkulturiiberstande Konzentrationen nur bis maximal
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3000 pg/ml messbar sind, koénnen laut Herstellerangaben bei der Multiplex-Technik
Konzentrationen bis zu 32000 pg/ml gemessen werden, was die Erstellung von
Verdlinnungsreihen erspart und damit jeden dabei mdglicherweise auftretenden
Verdunnungsfehler unterbindet.

Die Expression von verschiedenen Oberflaichenmolekiilen auf T-Zellen und APC wurden
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei wurden sowohl Zellen vor Zellkultur, als auch
nach der Zellkultur und Stimulation verwendet. Unspezifische Bindungen und
Autofluoreszenzen der verwendeten Antikdrper wurden durch die Blockade des F.-Fragments
auf APC und die Verwendung von baugleichen Kontrollantikérper (Isotypkontrolle) getestet.
Fir jeden Antikorper wurden zur Bestimmung der bendtigten adaquaten Antikdrpervolumina
in Vorversuchen Volumentitrationen durchgefihrt.

Fur die Charakterisierung von T-Zellen wurden fluorchrome Antikorper gegen CD3, CD4 und
CD8 verwendet. Dadurch konnten mdgliche Veréanderungen in den Subpopulationen der T-
Helfer-Zellen (CD4 (+)) und der zytotoxischen T-Zellen (CD8 (+)) detektiert werden.
Darliber hinaus wurden auch Antikorper gegen den Oberflachenmarker CD28 eingesetzt.
Exprimiert auf T-Zellen, ist dies ein wichtiger Vertreter der kostimulatorischen Molekiile fur
eine maximale Stimulation fur T-Zellen im Rahmen des Zell-zu-Zell Kontaktes von T-Zellen
und APC (,,Immunologische Synapse*) ¢’

Liganden CD80 und CD86 auf APC ist unabdingbar fir eine volle Stimulation und
66,87,104

. Die Bindung dieses Oberflachenmarker mit den

Interaktion der beteiligten Zellen
I 90,131

CD69, auch als very-early-activation-marker
bezeichnetes Oberflachenmolekii , wurde fir die Detektion einer friihen Aktivierung der
T-Zellen eingesetzt.

Fir die Diskrimination der unterschiedlichen Populationen der Antigenprésentierenden Zellen
bediente man sich der Verwendung von CD11b und CD1lc. CD11b gilt als gangiger
Makrophagenmarker und wir auf einem Groliteil dieser Zellen bei Aktivierung exprimiert

91.92% - \yohingegen CD11c ein hochspezifischer Marker fiir Dendritische Zellen ist

3441929118 -~ cpgo und CD86 sind, wie bereits erwahnt, Liganden des T-Zell-spezifischen
Oberflachenmolekiils CD28 und werden auf den meisten APC exprimiert >,

Als Mal fur die Fahigkeit der Antigenprésentation wurde die Expression von MHC Il auf
CD11b (+) und CD11c (+) Zellen gemessen. Uber diesen Komplex prasentieren APC zuvor
internalisierte Antigene. Auf beiden Populationen (Makrophagen und Dendritische Zellen) ist

dieses Oberflachenmolekiil zu finden 1°36:43.7991
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5.3  Bedeutung der gemessenen Zytokine nach Schock

Zur  Charakterisierung der Zellfunktion wurden fir die T-Zellen wund die
Antigenpréasentierenden Zellen folgende Zytokine nach 48 Stunden Zellkultur und
Stimulation in den Uberstanden gemessen: IL-1p, I1L-2, IL-4, I1L-6, 1L-10, 1L-12p40, IL-
12p70, IFN-y, GM-CSF und TNF-aq.

Im folgenden Abschnitt wird die Funktion, Wirkung und Interaktion der gemessenen
Zytokine charakterisiert, wobei hier im Besonderen auf die Funktion in Bezug auf Trauma
und Blutverlust eingegangen wird.

Der traumatisch-hdmorrhagischem Schock induziert innerhalb von wenigen Minuten eine
primdr lokal begrenzte Hyperinflammation der regional anséssigen Immunzellen wie
beispielsweise Makrophagen, wobei es zu enormer Sekretion von IL-1, IL-6 und TNF-a

kommt 10,19,84,95,98,115,120,125,140.

Diese drei Zytokine besitzen synergistische Effekte in der
Initilerung einer ,,Akuten-Phase-Reaktion®, die beispielsweise zu einer Produktion und
Sekretion von in der Leber synthetisiertem CRP, a,-Makroglobulin und LBP durch I1L-6 fuhrt
217472 |m Rahmen dessen zeigt sich eine direkte Korrelation zwischen IL-6, CRP und der
Schwere des Traumas "2, Zusétzlich losen diese Zytokine eine lokale Leukozyteninfiltration
in das traumatisierte Gewebe aus, um eine adaquate Abrdum- und Reparationsleistung
erbringen zu kénnen "%,

Ferner zeichnen sich die Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-a durch eine extrem kurze
Halbwertszeit ® und einer zumeist auch lokalen Begrenzung aus %. Beispielsweise zeigt das
TNF-a eine maximale Gewebekonzentration ca. 2 Stunden nach traumatisch-
h&morrhagischem Schock und eine Ruckkehr auf normale Konzentrationen binnen 24

Stunden "#111,

IL-6 offenbart nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock eine dhnliche
Kinetik - es steigt innerhalb von wenigen Stunden an und féllt nach ca. 24 Stunden wieder auf
normale Level herab **.

Neben einer Stimulation der Zellen zur Sekretion von proinflammatorischem IL-2, IFN-y und
IL-12 9°7%99%.123 "~ deren Wirkung weiter unten skizziert werden, fithren die hohen
Konzentrationen zur Aktivierung der T-Zellen und APC zur Sekretion von
antiinflammatorischen Botenstoffen wie IL-10 und PGE, >°%°"%,

IL-10 sezerniert aus T-Zellen stellt eine negative Riickkopplung zu IL-6 dar *° - PGE; ist ein
Botenstoff mit stark hemmender Wirkung auf die Neusynthese von IL-2, TNF-o und IL-1.
Daruber hinaus weit PGE; eine stimulatorische Wirkung auf die Sekretion von IL-10 und

IL-4 auf %1%,
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Die beiden Zytokine IFN-y und IL-12 werden als direkter Kommunikationsweg der T-Zellen
und APC bezeichnet, da beide Zytokine im Rahmen einer positiven Rickkopplung die
Synthese des Gegenspielers direkt fordern 3. Dabei spielt das IFN-y eine zusatzliche und
besonders wichtige Rolle in der Antigenprasentation der APC via MHC Il — IFN-y ist ein
wichtiger Initiator der MHC 11 Expression 10:40°354.114.132

Das bereits erwahnte IL-4, dass von T-Zellen sezerniert wird, bernimmt in Zusammenhang
mit dem Botenstoff GM-CSF eine wichtige Funktion in der Reifung von Dendritischen Zellen
® was in Zusammenschau der hier gewonnenen Ergebnisse eine interessante Rolle spielen
konnte. IL-4 wird zumeist in der Fachliteratur als klassisches TH-2 Zytokin gehandelt
2057102 “jadoch zeigt IL-4 auch TH-1 Effekte, wie die stimulierende Wirkung auf die DC-
Maturation und die Sekretion von GM-CSF °*'*  Auch das GM-CSF zeigt zudem

bedeutende Effekte auf die Leukozytenproduktion und die Aktivierung von Granulozyten *.

In Anbetracht dieser weitreichenden Funktionen und Interaktionen der genannten Zytokine,
zeichnet sich das Immunsystem als ein duf3erst komplexes Gebilde aus Aktivierung und
Deaktivierung der verschiedenen Zellpopulationen aus. Dieses vielschichtige System
befindet sich in einem stédndigen Fluss aus Sendung und Verarbeitung von Signalen wie
beispielsweise Zytokinen, dessen genaue Wirkung und Interaktion bis heute nur in Ansatzen

verstanden ist.

Insgesamt konnte diese Kommunikation als Versuch des Immunsystems gedeutet werden,
einer notwendigen Aktivierung zur Immunabwehr eine adaquate Antiinflammation gegenuiber
zu stellen, um UberschieBende Immunreaktionen zu vermeiden. Im Rahmen eines
traumatisierenden Ereignisses jedoch offenbart sich dieses System in seinem Ablauf als

weitreichend gestort 1+7/1:323738.44.48.57

Eine Spezifitat bezlglich der sezernierten Zytokine besteht zumeist nicht - einige in dieser
Studie bestimmten Zytokine kénnen sowohl von T-Zellen als auch von APC produziert
werden. So scheinen Dendritische Zellen unter bestimmten Umstanden die Fahigkeit zu
besitzen das an sich fiir T-Zellen hochspezifische IFN-y zu produzieren *. Gleiches trifft fiir
das Interleukin-2, IL-4, IL-10 und GM-CSF zy 346498122

Auch die meistens als APC spezifisch definierten Mediatoren IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a,

kénnen von den in dieser Studie koinkubierten T-Zellen produziert werden . Angesichts
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dieser Tatsache wurde versucht, die jeweiligen Ursprungszellen der untersuchten Zytokine
durch den Einsatz von Monokulturen der T-Zellen und APC zu eluieren.

Dabei konnten in diesen Versuchsansatzen eine potentielle Spezifitat fur IL-2, 1L-4, 1L-10,
IFN-y und GM-CSF beziglich der T-zellularen Herkunft in diesem Versuchsmodell gezeigt
werden.

Im Falle der Zytokine IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a war andererseits eine eindeutige
Zuordnung nicht moéglich, da auf den ersten Blick beide Zellpopulationen diese Zytokine zu
sezernieren scheinen. Jedoch ist nochmals darauf hin zu weisen, dass erstens die Reinheit der
Zellen in den Monokulturen nicht zu 100% gegeben war (T-Zellen ca. 93% und APC ca.
95%), zweitens die Zellfunktion einer einzelnen Zellpopulation ohne den Interaktionspartner
nicht abzuschéatzen war. Wie bereits erwéhnt, ist durch die verwendeten Stimuli keine
selektive Stimulation einer einzelnen Zellpopulation zu erreichen. So scheint das fir die T-
zelluldre Stimulation eingesetzte ConA auch einen stimulatorischen Effekt auf die APC zu
haben, so wie auch T-Zellen durch LPS aktiviert werden kénnen **®. Folglich kann in diesen
Fallen nicht davon ausgegangen werden, dass beispielsweise IL-12 hauptsachlich von T-
Zellen produziert wurde. In einer Vielzahl von Studien wird die Produktion von IL-12

10.13.128.139 \nobei Dendritische Zellen bereits ohne

nahezu ausschlieBlich den APC zuerkannt
Stimulation eine spontane 1L-12 Produktion zeigen .

Eine mdgliche Beeinflussung der Kokulturen durch die minimalen Verunreinigungen der
vorher isolierten Zellpopulationen erscheint fiir die Beantwortung der Fragestellung eher von
untergeordneter Rolle. Die Verunreinigungen in den Kokulturen von T-Zellen und APC
waren aufgrund des Separationsverfahrens in vergleichbarer Menge in jedem Zellkulturansatz
enthalten.

In Anbetracht dieser komplexen Situation ist die Zuordnung der Zytokine zu ihren
Ursprungszellen durch die Monokulturen der T-Zellen und APC kaum maglich.

Fur die Detektion der Ursprungszellen eines Zytokins konnte in zukinftigen Studien die
Detektion intrazelluldrer Zytokine via Durchflusszytometrie verwendet werden. Diese
Methode wiirde auch ermdglichen die aktuelle Zytokinproduktion der Zellen zum Zeitpunkt
der Messung zu bestimmen, was bei der Messung der Zytokine in den Zellkulturiiberstanden
nicht durchfuhrbar ist. Die Detektion darin entspricht verfahrensbedingt nur einer Darstellung
der gesamten Zytokinproduktion tber den Zeitraum der Zellkultur, zusétzlich beeinflusst
durch die jeweilige Halbwertszeit der zu messenden Zytokine. Eine Aussage Uber die Kinetik

der Sekretion ist bei der hier angewandten Methode nicht moglich.
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5.4 Zellkultur und Stimulation mit ConA und LPS

In dieser Studie erwies sich die Sekretion von IL-1, IL-6 und TNF-o 24 Stunden nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock durch die Schockprozedur unbeeinflusst.  Die
Konzentrationen in den Zellkulturtiberstdénden nach Stimulation mit ConA und LPS war in
den Kokulturen mit geschockten APC auf vergleichbarem Niveau, wie in den Kokulturen mit
APC aus kontrolloperierten Versuchstieren. Geschockte T-Zellen offerierten hier keinen
suppressiven Effekt auf die Zytokinsekretion von IL-1, IL-6 und TNF-a. In diesem
Zusammenhang muss jedoch nochmals darauf hingewiesen werden, dass diese Zytokine von
beiden Zellpopulationen (T-Zellen und APC) sezerniert werden 74182849

Ayala et al. zeigte in einem &hnlichem Versuchsansatz eine deutliche Steigerung der
Zytokinproduktion von IL-1, IL-6 und TNF-a innerhalb der ersten Stunden nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock. Im weiteren Verlauf - innerhalb von 6 Stunden - kehrten die
Zytokinlevel jedoch wieder auf ihre physiologischen Ausgangswerte zuriick 2%, Dies konnte
eine Erklarung sein, dass diese Zytokine 24 Stunden nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock und 48-stiindiger Zellkultur keine Veradnderung zwischen den vier Versuchgruppen
nach traumatisch-hdmorrhagischen Schock oder Kontrolloperation zeigen.

Die immunologische Reaktion nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock mit der
Entwicklung eines SIRS und in dessen Verlauf auftretenden CARS stellt einen &dufRerst
dynamischen Prozess dar. Um dieser Problematik Rechnung zu tragen, bedarf es der
Bestimmung der Zytokine zu mehreren Zeitpunkten im Verlauf nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock.

In einer Vielzahl von klinischen und tierexperimentellen Studien offenbarte sich eine
reduzierte Sekretionsfahigkeit von IL-2 der T-Zellen nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock 9,18,57,140,141

— dies lasst sich durch die Daten dieser Studie bestétigen: das Zytokin IL-2
wies signifikant erniedrigte Spiegel nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock der T-Zellen
und APC auf. Die Koinkubation von schockierten T-Zellen mit kontrolloperierten APC
fiihrte jedoch zu keiner signifikanten Reduktion des IL-2. Folglich ist flr eine signifikant
reduzierte IL-2-Sekretion aus T-Zellen notwendig, dass beide Zellpopulationen (T-Zellen und
APC) durch den traumatisch-h&morrhagischen Schock geschadigt werden.

In mehreren dieser oben genannten Studien wurde zusétzlich die Freisetzung von IL-10
gemessen. Dieses TH-2 Zytokin mit antiinflammatorischer Wirkung zeigt erhohte Spiegel

nach traumatisch-hamorrhagischem Schock °*8°7:9>119,
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Die hier vorliegende Studie offenbarte jedoch kein signifikanten Unterschied in der IL-10
Sekretion durch die Schockprozedur der T-Zellen oder APC. In diesem Zusammenhang sei
nochmals auf die zeitliche Komponente der Hyperinflammation und kompensatorischen
Antiinflammation hingewiesen. Maoglicherweise befindet man sich zu diesem Zeitpunkt 24
Stunden nach traumatisch-h&morrhagischem Schock und 48 Stunden Stimulation mit ConA
und LPS in einem Bereich, in dem die antiinflammatorische Wirkung des IL-10 sich
maoglicherweise noch nicht vollstdndig ausgepragt ist. Um diese These zu bestétigen sind
weiterfiihrende Studien mit unterschiedlichen Zeitpunkten der Uberstandsgewinnung

notwendig um dem Verlauf der Inflammation und Antiinflammation genauer zu beobachten.

Im Gegensatz zu den bereits genannten Botenstoffen war 24 Stunden nach traumatisch-
h&morrhagischem Schock die Sekretion der T-zelluldren Zytokine IL-4 und GM-CSF
signifikant reduziert. Dies war unabhéngig, ob die T-Zellen mit kontrolloperierten, oder
geschockten APC koinkubiert waren. Die Kokultur von geschockten APC mit
kontrolloperierten T-Zellen fiihrte zu keiner Suppression der oben genannten Zytokine.

Dies deutet darauf hin, dass die Antigenprasentierende Zelle auf die T-zelluldre
Zytokinsekretion von IL-4 und GM-CSF keinen Einfluss zu nehmen scheint. Nur die direkte
Schockprozedur auf die T-Zelle fuhrt zu einer supprimierten Sekretion der beiden Zytokine.
Vorangehende Studien mit Fokus auf IL-4 und GM-CSF zeigten teilweise differierende
Ergebnisse. Waéhrend in einer Patientenstudie von O”Sullivan et al. IL-4 Gber mehrere Tage
hinweg signifikant erhohte Werte aufwies, offenbarte sich in Studien von Ertel et al.
supprimierte Konzentrationen von IL-4 nach Endotoxinschock >3,

Die Funktion des GM-CSF im Forschungsbereich des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks
ist noch relativ ungeklart. In einer Studie von Rani et al. hatte die Administration von GM-
CSF nach hamorrhagischem Schock einen positiven Effekt auf die supprimierte Zellfunktion

19 Husain et al. konnten ebenfalls in einer Studie mit

von Peritonealmakrophagen
hamorrhagischem Schock Verbesserung der Immunfunktion durch die Administration von
GM-CSF zeigen ™. Folglich kénnte der in der vorliegenden Studie bestehende Mangel an
GM-CSF nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock einen weiteren Faktor bei der T-Zell
vermittelten Immunosuppression darstellen.

Die beobachtete Suppression von IL-4 und GM-CSF im Rahmen dieser Studie konnte eine
mdogliche Ursache fir die reduzierte MHC Klasse Il Expression auf Dendritischen Zellen
(CD11c (+)) darstellen. 1L-4 und GM-CSF spielen im Reifungsprozess von Monozyten zu

43,64,130

maturierten Dendritischen Zellen eine entscheidende Rolle . Tritt ein Mangel dieser
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Zytokine auf, wirde im Rahmen der Immunabwehr nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock eine wichtige Subpopulation an APC fehlen, die im reifen Stadium potenteste

875117 nd damit flr eine suffiziente

Fahigkeiten zur Antigenprésentation an T-Zellen hat
Infektabwehr nicht zur Verfligung stehen wirden. Dies wiederum konnte eine entscheidende
Ursache in der beobachteten Immunosuppression der APC nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock darstellen 224864122,

Um diese Spekulation zu verifizieren, sollten weiterfihrende Studien mit besonderem
Augenmerk auf die Dendritischen Zellen und deren Reifungsprozess nach Trauma und

Blutverlust durchgefiihrt werden.

Interessanterweise zeigte sich diese Beobachtung bei IL-4 und GM-CSF auch bei den
Zytokinen IFN-y und 1L-12.

Die Sekretion von IFN-y ist in den Kokulturen mit T-Zellen aus geschockten Madusen
unterdriickt, wohingegen die Kokulturen mit kontrolloperierten T-Zellen keine verminderten
Konzentrationen an IFN-y aufweisen. Im Gegensatz dazu fuhrt die Kokultur von
kontrolloperierten T-Zellen mit geschockten APC zu keiner Suppression des IFN-y.
Kontrolloperierte APC vermochten die unterdriickte IFN-y Sekretion der geschockten T-
Zellen nicht wiederherzustellen. Damit zeigen in dieser Arbeit die Antigenprasentierenden
Zellen keinen Effekt auf die Sekretion von T-zellularem IFN-y.

Interessanterweise verhielt sich das IL-12 kongruent zu der Sekretion des IFN-y. Das
hauptsachlich von Antigenprasentierenden Zellen gebildete IL-12 war in den Kokulturen mit
geschockten T-Zellen unterdriickt, selbst wenn die APC aus kontrolloperierten Mausen
separiert waren. Wurden die geschockten APC mit kontrolloperierten T-Zellen inkubiert,
erwies sich bemerkenswerterweise die IL-12 Sekretion durch den traumatisch-
hamorrhagischen Schock unbeeinflusst.

In Hinblick auf die Interaktion von IL-12 und IFN-y ist dies eine sehr interessante
Beobachtung. Diese beiden Zytokine stellen — wie bereits erwéhnt - einen direkten
Kommunikationsweg zwischen T-Zellen und APC in Form eines positiven Regelkreises dar
°370138  Steigt die Konzentration von IFN-y an, so fordert dies die Sekretion von IL-12 und
umgekehrt. Ist eines der beiden Zytokine unterdriickt, so resultiert eine Suppression des
anderen Botenstoffes >3701%,

Betrachtet man nun die Ergebnisse dieser Studie, so erscheint es, dass das von T-Zellen
sezernierte IFN-y die Fihrungsrolle im Regelkreis mit IL-12 {ibernimmt, die Expression von
IL-12 steuert und damit moglicherweise auch die Zellfunktion der APC und deren

Antigenprasentation (via MHC Klasse 1) direkt beeinflusst. Das hatte zu Folge, dass die
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Suppression der APC nach traumatisch-h&morrhagischen Schocks indirekt durch die
kompromittierte T-Zell-Funktion vermittelt ist: die Sekretion von IL-12 der APC war nur
reduziert, wenn in den Kokulturen auch weniger IFN-y von geschockten T-Zellen sezerniert
wurde. Geschockte APC per se zeigten keine supprimierte Sekretion von IL-12, wie man aus
den Kokulturen von kontrolloperierten T-Zellen und geschockten APC (Gruppe 2) ersehen
kann. Das unterstiitzt auch das Bild, dass die APC-Funktion 24 Stunden nach Trauma und
Blutverlust nicht direkt durch die Schockprozedur vermittelt wird, sondern die
Antigenprésentierenden Zellen in ihrer Zellfunktion durch supprimierte T-Zellen gestort
werden.

Im Gegensatz dazu konnte Kawasaki et al., in einer Studie mit separierten Dendritischen
Zellen - also ohne den Einfluss von T-Zellen - eine signifikant reduzierte Sekretion von IL-12
und MHC 11 Expression nach traumatisch-hamorrhagischem Schock nachweisen ”°.

Diese zunachst widerspruchlichen Daten lassen sich am ehesten durch den unterschiedlichen
Zeitpunkt der Zellgewinnung erkldren. In dieser Studie wurden die Zellen nicht 24 Stunden,
sondern 2 Stunden nach gleicher Schockprozedur gewonnen. In Anbetracht dessen, scheint
initial nach Trauma und Blutverlust die Population der APC fir die zu beobachtende
Immunosuppression verantwortlich sein. Im weiteren Verlauf (24 Stunden nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock) gewinnt die kompromittierte T-Zell-Funktion zunehmend an
Bedeutung. Das konnte mdoglicherweise durch den Reifungsprozess der APC nach Trauma
und Blutverlust verursacht sein 7122130

Dartiber hinaus scheint der Mangel an IFN-y einen weiteren supprimierenden Effekt auf die
APC zu haben: IFN-y stellt einen entscheidenden Mediator in der Antigenprasentation dar
243240.113114138 * Boj reduzierten Konzentrationen von IFN-y fehlt den APC der notige Reiz fiir
die Prasentation von Antigenen via MHC Il. Die Hypothese, dass ein Mangel an IFN-y fur
die Stérung der APC verantwortlich ist, wird durch folgende Studien bestéatigt: Ertel et al.
konnte einen positiven Effekt auf die IL-12 Sekretion und MHC 11 Expression von APC durch
die Zugabe von rekombinantem IFN- y in die hier durchgefiihrte Zellkultur zeigen >
Asthana et al. konnte in einer in vivo Studie einen positiven Effekt des IFN-y auf die zellulére
Immunfunktion der APC nachweisen 7%,

Daher ware die Administration von rekombinanten IFN-y und IL-12 ein logischer,

weiterfiihrender Schritt in kiinftigen Versuchen mit diesem Studienmodell.
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55 Unstimulierte Zellen

Im Rahmen der Zellkultur wurden auch unstimulierte Zellkulturen angefertigt. Diese
erhobenen Parameter dienten primér zur Kontrolle der spontanen Zytokinsekretion und der
Validierung des Testverfahrens.

Hier zeigten sich aber bei keinem der gemessenen Zytokine nennenswerte Konzentrationen in
den Zellkulturiiberstdnden, was die These unterstutzt, dass T-Zellen und APC verschiedene

Stimulantien / Aktivatoren wie ConA und LPS ben6tigen, um Zytokine zu sezernieren.

5.6  Durchflusszytometrie nach Trauma Schock

5.6.1 T-Zell spezifische Oberflachenmarker

Gewebetrauma 16st nicht nur funktionelle Defizite bei T-Zellen aus, sondern fihrt zu einem
Verschieben des Gleichgewichts zwischen CD4 (+) und CD8 (+) in Richtung CD8 (+) Zellen
"8 Die Generierung einer adaquaten Anzahl an T-Helfer-Zellen und eine rasche
monoklonale Expansion von zytotoxischen CD8 (+) Zellen sind unabdingbar fur die effektive

116

zelluldre Immunantwort . CD4 und CD8-Molekiile sind in diesem Zusammenhang in die

Aktivierung der intrazellularen Tyrosinphosphokinase involviert und modulieren den
Antigen-erkennenden T-Zell-Rezeptor %%,

In dieser Studie jedoch lasst sich zwar im Vergleich zu den Messungen der
Oberflachenmarker direkt vor Zellseparation ein Verlust an CD4 (+) und CD8 (+) Zellen
beobachten, dabei findet sich aber kein signifikanter Unterschied in der CD4/CD8 Ratio
zwischen den Versuchsgruppen der Kokulturen. Auch die Rezeptordichten (MFI) der beiden
Marker fur die zwei verschiedenen Subpopulationen der T-Zellen erwiesen sich als niedriger
wobei auch hier die Gruppen in der Expression nicht signifikant differierten.

Daraus lasst sich schlieRen, dass zwar die Zellkultur unter der Doppelstimulation mit ConA
und LPS zu einer reduzierten Expression der Marker CD4 und CD8 fiihrt, sich aber 24
Stunden nach traumatisch-hd&morrhagischem Schock per se keine supprimierende Wirkung
des Traumas auf die Subpopulationen zeigt. Folglich findet kein shift in Richtung CD4 (T-
Helfer-Zellen) oder CD8 (zytotoxische T-Zellen) statt. Der Quotient von CD4 zu CDS8

positiven Zellen ist unbeeinflusst.
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Diese Ergebnisse stehen auf dem ersten Blick im Kontrast zu den Ergebnissen beispielsweise
von Schneider et al., der eine supprimmierte Ratio de CD4/CD8 Zellen zeigen konnte. Dabei
ist aber anzumerken, dass die dabei verwendeten Zellen nicht separiert waren und mit einem

118 " |m Kontrast dazu wies Oberbeck et al. in

anderen Stimulus aktiviert wurden (AntiCD3)
einem dhnlichen Versuchsmodell eine gesteigerte Ratio von CD4/CD8 (+) Zellen nach, wobei
diese Zellen im Vergleich zu den hier verwendeten T-Zellen unstimuliert waren, was die
differierenden Ergebnisse erklaren konnte *%. Weiterfiihrende Studien auf diese Problematik

zielend sind jedoch notwenig, um diese Diskrepanz genauer zu untersuchen.

Zusétzlich wurde CD69, ein Aktivierungsmarker zur Charakterisierung der T-Zellfunktion
bestimmt. Dieses Oberflachenmolekil gilt als erstes Zeichen einer Zellaktivierung auf
unterschiedliche Reize — daher wird dieser Marker auch ,,very early antigen“ genannt .
CD69 zeigt im Rahmen dieser Studie eine gesteigerte Expression auf den T-Zellen der
Kokulturen  nach der Zellkultur und Stimulation im Vergleich zu den direkt vor
Zellseparation gewonnenen Zellen, was einer Aktivierung der T-Zellen entspricht.

Zwischen den Gruppen der Kokulturen zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied, was
darauf hindeutet, dass auch die Expression des Markers CD69 24 Stunden nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock nicht durch die Schockprozedur beeinflusst wird. Die gesteigerte
Expression ist auch in diesem Fall auf die Stimulation der Zellen mit ConA und LPS
zurlckzufihren.

Der Marker CD69 wurde bisher nur in wenigen Studien mit Fokus auf Traumata bestimmt. In
einer Studien von Purcell et al. zeigte sich eine gesteigerte Expression nach Verbrennungen

108 "~ Auch in einer Studie von Walsh et al. mit Polytraumapatienten war der Rezeptor CD69

starker exprimiert *’.
Zusammenfassend scheint die gesteigerte Expression des Oberflachenmarkers CD69 primér
ein Ausdruck einer unspezifischen Zellaktivierung zu sein. Der traumatisch-hdmorrhagische

Schock per se scheint jedoch keinen Einfluss auf dessen Expression zu nehmen.

Fur eine vollstandige Aktivierung in der Interaktion von T-Zellen und APC ist die Kopplung
der beiden Zelltypen via CD28 und dessen Liganden CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2)
unabdingbar. Daher sollte im Rahmen dieser Studie auch diese Oberflachenmarker bestimmt
werden. CD28 war jedoch weder direkt vor Zellseparation der T-Zellen und APC, noch nach
Zellkultur und Stimulation mit ConA und LPS auf den Zelloberflachen der T-Zellen zu

messen.
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Die Verwendung eines weiteren Antikdrpers eines anderen Herstellers gegen CD28 |6ste
dieses Problem dennoch nicht. Nichts desto trotz exprimieren T-Zellen aus den Milzen von
C3H/HeN Mausen diesen Marker %, da ohne diesen Oberflachenmarker die Tiere keine volle
Immunkompetenz aufweisen wirden. Die Klarung dieses Problems ist Gegenstand

weiterflhrender Experimente.

5.6.2 APC spezifische Oberflachenmarker

Im Rahmen dieser Studie wurden Antigenpréasentierende Zellen mit T-Zellen koinkubiert.
Dabei wurden APC verwendet, die zuvor durch ihre Fahigkeit der Adhdrenz an
Plastikoberflachen separiert wurden. Die wichtigsten Vertreter der Antigenprasentierenden
Zellen sind B-Lymphozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen, wobei nur Makrophagen
% und Dendritische Zellen % die Fahigkeit zu Adharenz zeigen. Um diese Zellen zu
markieren verwendete man CD11c als Dendritische Zellen-Marker und CD11b als
Makrophagen-Marker.

Bei dem Marker CD11b jedoch trat folgendes Problem durch die AntikOrper induzierte
Negativselektion der T-Zellen auf: entgegen der Herstellerangaben konnte in der vorliegenden
Studie eine Beeintrachtigung der Oberflachenmarker nachgewiesen werden. Laut
Herstellerangaben wirden im Rahmen dieser Oberflachenbindung des Antikérpers CD11b
auf Makrophagen ca. 30-40% der vorhandenen Epitope auf den Zelloberflachen besetzt. Die
restlichen Epitope wirden fir die Markierung mit Markern fir die Durchflusszytometrie
unbesetzt bleiben. Diese Aussage konnte aber in der vorliegenden Studie nicht bestétigt
werden. Der Rezeptor CD11b, der auf aktivieren Makrophagen zu finden ist, zeigte sich
direkt vor der Zellseparation als relativ gering exprimiert, jedoch waren in dem fir APC
spezifischen Bereich Messbereich bei der Durchflusszytometrie (gate) vor der Separation
durchschnittlich noch 65% der Zellen CD11b positiv. Nach der Zellkultur und Stimulation
mit ConA und LPS konnten nur noch ca. 5% der Zellen in diesem gate als CD11b (+) gezéhit
werden.

Fraglich bleibt, ob diese Beobachtung bedingt durch eine Zellinaktivierung in der Zellkultur
ist (Internalisierung des Oberflachenmolekils inkl. Antikdrper), oder zu viele Rezeptoren
durch die in der T-Zell-Separation verwendeten Antikorper besetzt wurden und damit zu

wenig Epitope fir die Anfarbung zur Verfligung standen. Scannell et al. zeigte bereits 1995
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in einer Studie mit Traumapatienten eine deutlich reduzierte Oberflachenexpression von
CD11b auf humanen Leukozyten ',

CD11c fand sich direkt vor der Zellseparation der T-Zellen und APC auf ca. 3% der Zellen in
dem fur APC typischen gate, nach der Zellkultur waren jedoch in allen Kokulturen ca. 15%
der Zellen CD11c positiv. Das konnte auf eine Aktivierung oder alternativ Maturation der
Dendritischen Zellen hindeuten. Andererseits wirkte sich dies aber nicht auf die Mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) des Markers aus - die Rezeptordichte war um ein vielfaches
reduziert. Noch deutlicher viel der WVerlust der Fluoreszenzintensitdt bei dem
Oberflachenmarker CD11b auf den Makrophagen aus. Vor der Zellkultur waren noch
durchschnittlich 65% der Zellen aus dem fur APC spezifischen gate noch positiv fur CD11b,
nach der Zellkultur und Stimulation mit ConA und LPS nur noch 5% der Zellen. Dieser
Umstand hat entscheidende Auswirkung auf die folgenden Aussagen uber die Expression der
kostimulatorischen Oberflachenmarker CD80 und CD86 sowie auf die MHC Kilasse Il
Préasentation auf den CD11b (+) Zellen. Die gewonnenen Ergebnisse treffen folglich auf
maximal 5% der Zellen zu, was deren Aussagekraft massiv einschrankt.

Zusammenfassend sind die gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf die Expression der
Oberflachenmarker CD11b und CD11lc wohl eher auf die Zellkulturbedingungen
zuruckzufiihren. Ein Effekt des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks lasst sich hier nicht

bestatigen.

Die Expression der kostimulatorischen Oberflachenmarker CD80 und CD86 wurde auf
CD11b (+) und CD11c (+) Zellen gemessen.

Beide Marker zeigten auf CD11b (+) Zellen nach Zellkultur und Stimulation eine gesteigerte
Oberflachenexpression im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen direkt nach der
Zellgewinnung. Zwischen den vier Untersuchungsgruppen der Kokulturen offenbarte sich
jedoch kein signifikanter Unterschied in der Rezeptordichte, sodass die gesteigerte Expression
auf die Stimulation und nicht auf den traumatisch-hdmorrhagischen Schock zurtickzufiihren
ist.

Ein ahnliches Bild zeigte sich auf den CD11c (+) Dendritischen Zellen. Die Expression von
CD86 war nach der Zellkultur und Stimulation in allen vier Kokulturen gesteigert, wobei sich
auch hier zwischen den Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied offenbarte. Der
Oberflachenmarker CD80 hingegen zeigte bereits vor der Zellkultur eine vergleichbare

Rezeptorendichte auf den CD11c (+) Zellen. Nach der Stimulation und Zellkultur konnte
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jedoch kein Effekt der Trauma-Schock Prozedur in den vier Versuchsgruppen der Kokulturen
auf die Expression von CD86 gezeigt werden.

Zusammenfassend ist die gesteigerte Expression der Oberflachenmarker CD80 und CD86 auf
den CD11b (+) und CD11c (+) in dieser Studie auf die Stimulation zurtickzufiihren. Die
erh6hte Rezeptordichte auf den Zelloberflachen entspricht einer Aktivierung *2°.

Weitere Arbeiten mit unterschiedlichem Studiendesign zeigten unterschiedliche Ergebnisse
uber die Expression der beiden Oberflachenmarker CD80 und CD86: so wurden diese
Oberflachenmolekiile auf Peritonealmakrophagen in einer Sepsisstudie von Ding et al. fir
mehrere Tage geringer exprimiert, Milzmakrophagen zeigten hingegen keine Anderung in der
Oberflachenexpression von CD80 und CD86 *’. Newton et al. jedoch konnte eine reduzierte
Expression von CD86 aber nicht von CD80 auf Peritoneal-, Milz- und Lebermakrophagen
nachweisen %

Weiterfuhrende Studien werden zur Klarung dieser Diskrepanz benétigt, da es nicht geklart
werden konnte, ob die verdnderte Oberflachenexpression der kostimulatorischen Marker
CD80 und CD86 durch die unterschiedlichen Zellkulturbedingungen bedingt wurden, oder

andere noch unbekannte Mechanismen zu dieser Anderungen fiihren.

Als direktes MaR fur die Fahigkeit Antigene auf den Oberflachen zu exprimieren, wurde bei
den CD11b (+) und CD11c (+) Zellen die Expression von MHC Klasse Il sowohl direkt vor
der Zellseparation 24 Stunden nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock, wie auch 48
Stunden nach Zellkultur und Stimulation gemessen.

Bereits zum ersten gemessenen Zeitpunkt 24 Stunden nach traumatisch-hamorrhagischem
Schock wiesen die Dendritischen Zellen (CD11c (+)) eine reduzierte MHC Il Préasentation
nach der Trauma-Schock-Prozedur auf. Da die Suppression der MHC Il Expression schon
vor der Stimulation auftrat schliet dies Moglichkeit aus, dass diese Suppression durch die
Stimulation, sondern durch den traumatisch-hdmorrhagischen Schock vermittelt wurde.

7817135 1n diesen Arbeiten

Diese Beobachtung zeigte sich bereits in friheren Studien
offenbarte sich eine signifikante Reduktion der MHC Il Expression auf CD1lc (+)
Dendritischen Zellen. Die Ergebnisse dieser Studien sind damit mir dem hier verwendeten
Versuchsmodell vergleichbar, was die Relevanz dieser Arbeit unterstreicht.

Nach der Zellkultur und Stimulation mit ConA und LPS war dieser Effekt ebenfalls zu
beobachten, wobei hier die MFI bereits in allen Gruppen deutlich geringer ausfiel. Auch hier

zeigte sich eine signifikante Reduktion der MHC Il Expression in den Kokulturen mit
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geschockten T-Zellen — ungeachtet, ob die APC aus kontrolloperierten oder schockierten
Versuchstieren stammten.

Es wird der Eindruck erweckt, dass die Expression von MHC Il auf Dendritischen Zellen
direkt gekoppelt ist an den funktionellen Zustand der koinkubierten T-Zellen. Die Féhigkeit
zur Antigenprésentation der Dendritischen Zellen via MHC 11 ist folglich nicht bedingt durch
die eigene unterzogene Prozedur des traumatisch-hamorrhagischen Schocks oder der
Kontrolloperation, sondern scheint durch die T-Zellen vermittelt zu werden. Koinkubation
von schockierten Dendritischen Zellen mit kontrolloperierten T-Zellen resultiert in keiner
reduzierten MHC Il Expression. Im Falle einer Koinkubation von schockierten T-Zellen in
der Kokultur mit kontrolloperierten Dendritischen Zellen zeigt sich andererseits ein
signifikanter negativer Effekt auf die MHC Il Expression. Folglich scheint eine Regeneration
der APC nach Trauma-Schock-Prozedur moglich, was sich in einer suffizienten
Antigenprasentation via MHC Il trotz unterzogenem traumatisch-hdmorrhagischen Schocks
der APC widerspiegelt.

Diese Regulation der MHC Il Expression durch die T-Zellen ist mdglicherweise bedingt
durch den Mangel an IFN-y. Bereits in friheren Studien konnte ein Einfluss des IFN-y auf
die MHC |1 Expression nachgewiesen werden: Ayala et al. zeigte in einer Studie einen
protektiven Effekt des IFN-y auf die MHC II Expression *°. Asthana et al. konnte ein
Wiederherstellen der Immunkompetenz von unseparierten APC nach Trauma und Blutverlust

8 Dariiber hinaus konnte Ertel et al. in

durch die Administration von IFN-y vorweisen
Anbetracht der Kommunikation der T-Zellen und APC (ber die Interaktion von INF-y und
IL-12 einen positiven Effekt durch die Zugabe von IFN-y auf die Freisetzung von IL-12
belegen *3. Nichts desto trotz waren weitere Studien mit der Zugabe von rekombinanten
Botenstoffen wie IL-12 und IFN-y n6tig um diese Vermutung zu bestétigen.

Diese entscheidende Beobachtung der Expression von MHC Il auf CD11c (+) Zellen konnte
hingegen bei den CD11b (+) Zellen — respektive Makrophagen — nicht beobachtet werden.
Im ersten Blick widersprache das vorangehenden Studien aus unserer Arbeitsgruppe von
Angele et al.. Mayr et al. zeigte einen negativen Effekt des traumatisch-hamorrhagischen
Schocks auf die MHC 11 Expression von CD11b (+) Zellen **,

Diese Diskrepanz muss jedoch in Anbetracht der weiter oben diskutierten Problematik des
Oberflachenmarkers CD11b gesehen werden. Die Aussage, dass sich kein suppressiver
Effekt der traumatisch-hdmorrhagischem Schock Prozedur auf die MHC Il Expression zeigte

trafe nur fir 5% der noch vor Zellkultur CD11b (+) Zellen zu. Die Expression von MHC Il
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auf den nun verbliebenen nach der Stimulation CD11b negativen Makrophagen konnte

aufgrund der Versuchsanordnung nicht abgeschétzt werden.

5.7  Madgliche Ursachen der Suppression

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock fiihrt nach 24 Stunden zu weitreichenden
funktionellen Defiziten. Dabei konnte im Rahmen dieser Studie durch die Verwendung der
Zellaufreinigungsmethoden erstmals der direkte Effekt von geschockten Zellen auf
kontrolloperierte Zellen untersucht werden.

Besonderes Augenmerk galt hier den Gruppen 2 und 3 - diese Gruppen erméglichten die
Beobachtung des direkten Einflusses von beispielsweise geschockten T-Zellen auf
kontrolloperierte APC (Gruppe 2), was in einer supprimierten APC-Funktion resultierte.
Andererseits zeigte sich kein Zellfunktion unterdriickender Effekt der geschockten APC auf
kontrolloperierte T-Zellen (Gruppe 3).

Besonders in Hinblick auf den Regelkreis von IFN-y und IL-12 sind die gewonnenen
Ergebnisse sehr interessant. Diese beiden Zytokine regeln gegenseitig deren Produktion,
wobei IFN-y die Ausschiittung von IL-12 steigert und umgekehrt *%. Nun zeigt sich aber nur
in den Zellkulturen mit geschockten T-Zellen eine reduzierte IFN-y und IL-12 Sekretion, was
auf eine gewisse Fihrungsposition des IFN-y hindeutet. Tritt ein Mangel dieses Zytokins auf,
fiihrt das zur Stérung der zelluléren Funktion der APC.

Diese Theorie wird durch die gewonnenen Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie gestutzt.
Die Expression der MHC Kilasse Il ist in den Kokulturen mit T-Zellen supprimiert - auch
wenn die APC fir sich aus kontrolloperierten Tieren stammten. Folglich haben die
geschockten T-Zellen einen supprimierenden Effekt auf die MHC Klasse Il Expression.

Ein moglicher Ursache dessen kdnnte auch hier das IFN-y sein, dass eines der wichtigsten
Regulatoren der Expression von MHC 11 auf APC darstellt 2**%*3, Fehlt dieses Zytokin, wird
weniger MHC 1l auf APC exprimiert und damit auch weniger Antigene den T-Zellen
prasentiert, was per se wieder eine deletdre Wirkung auf die Immunabwehr nach Trauma und
Schock besitzt.

Anzumerken ist, dass dieser suppressive Effekt in den hier erhobenen Daten auf die MHC I
Expression auf die Dendritischen Zellen beschrankt ist. Die Expression auf Makrophagen
konnte aus oben genannten Grinden nicht suffizient gemessen werden, was jedoch ein

gleichartiges Verhalten (reduzierte Oberflachenexpression von MHC I1) nicht ausschlief3t.
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Dennoch ist gerade die Beobachtung bezlglich der Dendritischen Zellen besonders
interessant. Dendritische Zellen sind hochspezialisierte Antigenprasentierende Zellen, die aus
unterschiedlichen Ursprungsgeweben stammen (Lymphatisches Gewebe und Knochenmark)

7 Im Maturationsprozess zu reifen

und keiner einheitlichen Zellklasse entsprechen
Dendritischen Zellen &ndert sich auch die Fahigkeit zur Antigenprésentation. Unreife
Dendritische Zellen (immature DC, iDC) zeigen zwar eine stark ausgepragte Fahigkeit zur
Internalisierung von Antigenen, haben aber andererseits nur eine beschréankte Fahigkeit diese

via MHC 1l an der Oberflache den T-Zellen zu prasentieren ">/,

Dies spiegelt sich in
einer geringeren MFI der MHC Il Molekile in der Durchflusszytometrie wider. Nach
Ausreifen der Zellen dreht sich das beschriebene Bild um: reife Dendritischen Zellen kdnnen
zwar weniger Antigene aufnehmen, exprimieren aber exzessiv MHC |1 auf deren Oberflache
und stellen in ihrer Zahl zwar eine kleine, jedoch eine sehr bedeutende Populationen der APC
dar 75,117.

Daruber hinaus wird beim Reifungsprozess der Dendritischen Zellen die Prasenz von T-Zell
spezifischen Zytokinen wie IL-4 und GM-CSF benétigt “*®*. Tritt ein Mangel an diesen
Zytokinen auf, was auch im Rahmen dieser Studie zu beobachten war, kdnnte es zu einer
Maturationsstorung der Dendritischen Zellen kommen. Zusétzlich zeigen die Dendritischen
Zellen im Rahmen eines Traumas einen massiven Schwund an unreifen Dendritischen Zellen,
was die Populationsdichte der Dendritischen Zellen wohl weiter minimiert *3°.

Um diese Thesen bestétigen zu konnen bedarf es weiterer Untersuchungen speziell mit Fokus

auf die Dendritischen Zellen.

5.8  Weiterfuhrende Experimentelle Ansatze

In der hier vorliegenden Studie, konnte erstmalig ein direkter hemmender Einfluss der T-
Zellen auf die immunologische Funktion der APC nach traumatisch-hd&morrhagischem
Schock nachwiesen werden. Dennoch sind weitere Studien nétig, um die gewonnenen Daten
zu erganzen und um therapeutische Anséatze zu entwickeln:

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde nur ein Zeitpunkt flr die Zellgewinnung gewéhit.
Daher sind die gewonnenen Erkenntnisse als ,,Momentaufnahme®* im Verlauf eines
traumatisch-hdmorrhagischen Schocks zu sehen. Interessanterweise findet sich jedoch im
Gegensatz dazu in Studien von Kawasaki et al. ein reduzierte APC-Funktion nach

traumatisch-hdmorrhagischem Schock "*: Dabei zeigte sich eine reduzierte 1L-12 Produktion
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von isolierten Dendritischen Zellen vier Stunden nach traumatisch-hamorrhagischem Schock,
ohne T-zellularen Einfluss. Das kdnnte darauf hindeuten, dass initial die APC die Ursache fiir
eine Immunsuppression nach traumatisch-h&morrhagischem Schock waren, wohingegen im
Verlauf die T-Zelle und deren Funktion eine supprimierende Wirkung auf die APC ausiliben.
Fur die Klarung dieser Problematik kénnte man das hier beschriebene Versuchmodell an
friheren bzw. spéteren Zeitpunkten nach traumatisch-hamorrhagischem Schock durchfiihren,
um den Verlauf der Immunosuppression noch besser beobachten zu kénnen (time course).
Des Weiteren konnte in Anbetracht des Mangels an IFN-y und IL-12 nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock deren Zugabe in rekombinanter Form von Nutzen sein. Wurde
man hier bei der Administration von IFN-y beispielsweise cine Wiederherstellung der
Antigenprésentation via MHC Il auf das Ausgangshiveau von kontrolloperierten Zellen
beobachten kénnen, wirde dies die oben bereits erwahnte Theorie der negativen Wirkung der
T-Zellen auf die Zellfunktionen der APC unterstutzen.

Dariiber hinaus ware es interessant, die zugrunde liegende Reifungsstérung der Dendritischen
Zellen noch genauer zu observieren. Dabei kénnte man bestimmte Maturationsmarker fir
Dendritischen Zellen und deren Expression nach Trauma und Blutverlust im Vergleich zur
Kontrolloperation eruieren. Beispielsweise DC-LAMP oder CD83 waren hier als Marker zu
untersuchen — diese werden selektiv von reifen DC exprimiert %242,

Neben der Mdoglichkeit die Zytokine in den Zellkulturiiberstdnden zu messen, steht, wie
bereits erwéhnt, eine weitere Methode der Zytokindetektion zur Verfiigung. Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie konnte man direkt intrazelluldr die Zytokine mit Fluorchromen
markieren und dadurch die zu diesem Zeitpunkt der Messung produzierte Zytokinmenge
bestimmen. Weiterer Vorteil dieser Methode ware die morphologische Einordnung der
Ursprungszelle des jeweils bestimmten Zytokine. Dadurch kdénnte man eine genauere
Aussage treffen, welches Zytokin, von T-Zellen oder von APC produziert wird.

Eine Bestatigung der in dieser in vitro-Studie gewonnenen Daten in vivo wird durch einen
Zelltransfer ermoglicht. In diesem Fall kénnten isolierte T-Zellen aus Versuchstieren nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock in kontrolloperierte Tiere durch Injektion transferiert
werden.  Ein supprimierender Effekt auf beispielsweise die Dendritischen Zellen und

Makrophagen konnte dann durch Zellgewinnung aus diesen Tieren gemessen werden.
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59 Klinische Relevanz

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock ist assoziiert mit weitreichenden immunologischen
Stérungen vor allem auf zellularer Ebene der Immunabwehr 48183100

Fur die Entwicklung neuartiger Therapieschemata zur erfolgreichen Behandlung dieses
akuten Krankheitsbildes ist es daher von Noten, die genauen pathophysiologischen
Hintergriinde und Ursachen der immunologischen Stérungen nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock zu eruieren.

So arbeiten viele Arbeitsgruppen im Bereich der Schockforschung mit der therapeutischen
Gabe von rekombinant hergestellten Botenstoffen, wie beispielsweise IFN-y, [L-12
1624536062114 mit dem Ziel, die gestorte zellulare Immunabwehr wiederherzustellen.

Die bisherigen Therapieversuche zeigten jedoch nicht den gewinschten Erfolg, was ein
mdoglicherweise weitaus komplexeres Bild der funktionellen Stérungen vermuten lasst (Frage
der bendtigten Konzentration, Zeitpunkt der Administration). Mdoglicherweise kdnnte durch
alternative Applikationswege oder die Verwendung von viralen Gensonden fir einen
Gentransfer deren therapeutische Effektivitat erhdhen.

Nichts desto trotz war es Inhalt dieser Studie einen weiteren Beitrag zur Klarung der zugrunde
liegenden Storungen im Bereich der zellularen Immunabwehr zu leisten. Weiterfuhrende
Studien sind dennoch notwendig, um die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse zu

vertiefen und als Grundlage fur zukiinftige Therapiekonzepte zu verwenden.
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6.  Zusammenfassung

Der traumatisch-hamorrhagische Schock fuhrt zu weitreichenden funktionellen Stérungen im
Bereich der zelluldaren Immunantwort. Dieses Krankheitsbild resultiert aus unterschiedlichen
Atiologien (ausgedehnte operative Eingriffe, Polytraumata, usw.) und fiihrt zu einer erhohten
Mortalitat. Die Klarung der zugrunde liegenden pathophysiologischen Grundlagen in der
Ausbildung eines traumatisch-hdmorrhagischen Schocks und dessen mit grof3er Haufigkeit
auftretenden Komplikationen (Sepsis, MOF und Tod) steht im Zentrum vieler klinischer und
tierexperimenteller Studien.

Auf zellulérer Ebene zeigen sowohl T-Zellen als auch Antigenprasentierende Zellen (z.B.
Makrophagen und Dendritische Zellen) nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock ein
gestortes Gleichgewicht an pro- und antiinflammatorischer Zytokinfreisetzung, was sich in
einer gesteigerten Anfalligkeit fiir septische Komplikationen und erhéhten Mortalitatsraten
widerspiegelt. Darlber hinaus offenbaren Antigenprésentierende Zellen nach Trauma und
Blutverlust eine reduzierte Fahigkeit zur Antigenprasentation via MHC Klasse II, was
ebenfalls mit oben genannten Komplikationen korreliert.

Trotz einer Vielzahl von Studien, die diese funktionellen Stérungen untersuchten, bleibt es
nicht ausreichend geklart, welcher Zelltyp nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock
hauptsachlich diese prolongierte Immunosuppression vermittelt.

Darum war es Ziel dieser tierexperimentellen Studie, erstmalig isolierte T-Zellen und
Antigenprasentierende Zellen aus den Versuchtieren zu gewinnen, um diese kontrolliert zu
koinkubieren, und deren Effekte auf die jeweils andere Zellpopulation zu untersuchen.

So wurden aus jeweils einer kontrolloperierten und einer geschockten Maus nach 24 Stunden
die Milz entnommen und hieraus die T-Zellen und Antigenpréasentierenden Zellen separiert
und kokultiviert. Nach 48-stiindiger Zellkultur und Stimulation mit ConA und LPS wurden in
den Uberstanden Zytokine zur Charakterisierung der T-Zell- und APC-Funktion bestimmt.
Darliber hinaus detektierte man die MHC Kilasse Il Expression auf Makrophagen und
Dendritische Zellen via Durchflusszytometrie.

Im Rahmen dieser Studie war die Freisetzung von IL-4, GM-CSF und IFN-y aus T-Zellen
nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock supprimiert — unabhéngig, ob die koinkubierten
Antigenprasentierenden Zellen aus einem kontrolloperierten oder schockierten Versuchstier
stammten. Dagegen zeigte sich kein supprimierender Effekt der schockierten
Antigenprésentierenden Zellen auf kontrolloperierte T-Zellen und deren Produktion von IL-4,
GM-CSF und IFN-y.
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Das von den Antigenprasentierenden Zellen sezernierte 1L-12 war ebenfalls in den
Uberstanden der Kokulturen der schockierten T-Zellen signifikant unterdriickt — selbst wenn
die Antigenprasentierenden Zellen kontrolloperiert waren. Hingegen fiihrte die Kokultur von
schockierten Antigenpréasentierenden Zellen mit kontrolloperierten T-Zellen zu keiner
verminderten Sekretion von IL-12. Andererseits war die Sekretion der Zytokine IL-1, IL-6
und TNF-a im Rahmen dieser Studie 24 Stunden nach dem traumatisch-h&morrhagischem
Schock nicht unterdrickt.

Dennoch zeigte sich ein weiterer supprimierender Effekt der T-Zellen auf die Funktion der
Antigenprésentierenden Zellen: die MHC 11 Expression auf CD11c (+) Zellen (Dendritische
Zellen) war ebenfalls in den Kokulturen mit geschockten T-Zellen supprimiert — selbst wenn
die Antigenprésentierenden Zellen aus kontrolloperierten Versuchstieren stammten. Dies
deutet auf eine durch T-Zellen bedingte Suppression der Antigenprasentierenden Zellen hin,
was durch das T-zelluldre IFN-y bedingt sein kdnnte. IFN-y stellt einen wichtigen Mediator
fur die Antigenprasentation via MHC 11 der Makrophagen und Dendritischen Zellen dar.
Dariber hinaus konnte die supprimierte Expression der T-zelluldren Zytokine 1L-4 und GM-
CSF eine Rolle in Bezug auf die supprimierte MHC |1 Expression der Dendritischen Zellen
spielen, da beiden Zytokine eine wichtige Funktion in der Maturation von Dendritischen

Zellen Gbernehmen.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen den Schluss zu, dass die T-Zellen eine entscheidende
Funktion in der Vermittlung der prolongierten Immunosuppression nach Trauma und Schock
spielen. Im Gegensatz dazu ist die Zellfunktion der Antigenprasentierenden Zellen durch den
traumatisch-h&morrhagischen Schock nicht direkt supprimiert, vielmehr scheinen deren
funktionellen Defizite durch die T-Zellen vermittelt.

Daher sollten zukinftige Therapiestrategien zur Verbesserung der persistierenden
Immunsuppression nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock gegen die funktionellen

Defizite der T-Zellen gerichtet sein.
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