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1. Einleitung

1.1 Sepsis

Sepsis ist eine seit Jahrhunderten gefiirchtete Komplikation verschiedener
Infektionskrankheiten, die haufig zum Tode fihrt. Bereits vor Giber 2000 Jahren wurde der
Begriff ,Sepsis®, der sich vom griechischen ,faul machen® ableitet, vom griechischen Arzt
Hippokrates (ca. 460 — 370 v. Chr.) gepragt.

Das Krankheitsbild der Sepsis wurde von Roger C. Bone, US-amerikanischer
Intensivmediziner und Vorreiter im Kampf gegen die Sepsis, im Jahr 1989 definiert als
.Invasion von Mikroorganismen und / oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der

Reaktion des Organismus auf diese Invasion® (1).

Tatsachlich stellt das klinische Krankheitsbild einen Symptomkomplex dar, der seinen
Ursprung in der komplexen systemischen Reaktion des Immunsystems des betroffenen
Individuums hat. Die Einteilung in Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock erfolgt
unter Beriicksichtigung des klinischen Bildes des Patienten und von Vital- bzw.
Laborparametern. Obgleich fur die Definition der Sepsis das Vorhandensein eines
ursachlichen Erregers obligat ist, gelingt der Keimnachweis in Abhangigkeit von
vorangegangener antibiotischer Behandlung nur bei etwa 30% der Patienten mit schwerer
Sepsis oder septischem Schock (2,3,4). In etwa 30% der Félle ist trotz wahrscheinlicher

Infektion kein mikrobiologischer Keimnachweis mdglich (5).

Die bis 2016 gultige Definition und Einteilung des klinischen Krankheitsbildes hatte ihren
Ursprung in den Ergebnissen einer Konsensuskonferenz, welche im Jahre 1991 vom
American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine
abgehalten wurde. Hierbei wurden schnell und einfach zu erhebende klinische Parameter,
wie die Veranderungen der Korpertemperatur, der Herzfrequenz, der Atemfrequenz
(Hyperventilation und / oder die Notwendigkeit der maschinellen Beatmung als
Konsequenz aus der Sepsis), sowie eine Veranderungen der Leukozytenzahl als
Sepsiskriterien gewahlt. Die Bezeichnung des Systemischen Inflammatorischen Response
Syndroms (SIRS) wurde fir die systemische Entztindungsreaktion nach oben genannten
Kriterien gewahlt, die durch eine Infektion, aber auch aus anderen Umstéanden, wie z.B.
Verbrennung, Pankreatitis oder Trauma aktiviert werden kann (6). Im weiteren Verlauf
wurde die Definition 2001 um mehrere Laborparameter und klinische Symptome erganzt,



da die bis dato gultigen Kriterien einerseits sehr sensitiv waren, sich jedoch als wenig

spezifisch erwiesen.

In einer Uberarbeitung der Sepsiskriterien 2016 wurde auf die Anwendung der SIRS-
Kriterien verzichtet, da diese, wie bereits angefiihrt, zu unspezifisch waren und sogar
lebensbedrohliche Infektionszustande nicht immer sicher detektieren konnten. Das
Schlusselelement der neuen Sepsis 3 — Klassifikation stellt der SOFA-Score (,Sequential
(Sepsis-Related) Organ Failure Assessment Score®) dar. Damit werden die wichtigsten
Organfunktionen bewertet, und so die Organdysfunktion als zentrales Element in den
Mittelpunkt geriickt. Da die Folgen einer Sepsis-induzierten Organdysfunktion
entscheidend fur die Prognose sind, kommt den Organen Lunge, ZNS, Leber, Gerinnung,
Herz-Kreislauf und Niere nun eine zentrale Rolle zu. Die jeweilige Dysfunktion wird mit
Punkten zwischen 1 und 4 bewertet. Nach den Sepsis 3 — Kriterien liegt eine Sepsis dann
vor, wenn sich der SOFA-Score eines Patienten akut um zwei oder mehr Punkte
verschlechtert.

Ein septischer Schock ist definiert als fortgeschrittenes Krankheitsbild einer Sepsis, bei
dem zum einen das Herzkreislaufsystem durch die pathophysiologischen Veranderungen
beeintrachtigt ist, und andererseits zellulare und metabolische Veranderungen so
ausgepragt sind, dass ein erhdhtes Mortalitatsrisiko besteht. Als klinische Kriterien gelten
die Notwendigkeit der Kreislaufstabilisierung mittels Vasopressoren zum Erreichen eines
mittleren arteriellen Blutdrucks von 65 mmHg und der Anstieg der
Serumlaktatkonzentration auf iber 2 mmol/l trotz einer adaquaten Volumentherapie. Durch
die Neudefinition des septischen Schocks soll dieses spezielle Krankheitsbild deutlicher
von anderen Formen der kardiozirkulatorischen Dysfunktion unterschieden werden (7).
Die Konsensuskonferenz der Deutschen Sepsis Gesellschaft definiert in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe Sepsis der European Society of Intensive Care Medicine eine
schwere Sepsis weiterhin durch das Vorliegen dreier Kriterien: Erstens der Nachweis
eines infektiosen Ursprungs der Inflammation, zweitens Nachweis einer systemischen
inflammatorischen Wirtsreaktion (SIRS) und drittens das Vorliegen einer
infektionsbezogenen Dysfunktion mindestens eines der in den Sepsis 3 — Kriterien

genannten Organsysteme (8).

Sepsis und ihre Krankheitsfolgen septischer Schock und Multiorganversagen finden sich
durch die hohe Mortalitatsrate von etwa 50% unter den haufigsten Todesursachen auf

Intensivstationen mit nicht kardiologischem Schwerpunkt (9,10,11,12). In den USA steht



das Krankheitshild Sepsis heute an zehnter Stelle der Todesursachenrangliste, mit
kontinuierlich steigender Inzidenz im Verlauf der letzten Jahrzehnte (12,14,15,16,17). Fur
Deutschland wird die Zahl der an einer schweren Sepsis oder an einem septischen
Schock erkrankten Patienten mit etwa 75.000 (110 von 100.000) jahrlich beziffert. Auf
deutschen Intensivstationen liegt die Pravalenz der schweren Sepsis und des septischen
Schocks nach Angaben des Kompetenznetzwerks Sepsis (SepNet) bei 11% (13).
Faktoren wie die zunehmende Alterung der Bevolkerung und die stetig wachsende Zahl an
Patienten, die durch chemotherapeutische Mal3hahmen oder andere immunsuppressive
Medikamente an einer Abwehrschwache leiden, tragen zu einem stetigen Anstieg der
Fallzahlen bei. Steigende Zahlen an invasiven Eingriffen und nicht zuletzt eine stetig sich
erhohende Anzahl resistenter Keime, aber auch die spezifischere Diagnosestellung tragen
ebenso ihren Teil hierzu bei (9).

Die Kosten flr die Therapie septischer Patienten belaufen sich in Deutschland jahrlich auf
etwa 1,8 Milliarden Euro und somit 30% des Budgets fir Intensivmedizin (18,19). In den
USA werden jahrlich Kosten von durchschnittlich 16,7 Milliarden Dollar veranschlagt (12).
Hinzu addiert sich der volkswirtschaftliche Schaden durch Produktionsausfall, der fur
Deutschland mit weiteren 4,5 Milliarden Euro beziffert wird (18,19).

1.2 Adipositas

Ubergewicht und Fettleibigkeit (Adipositas) stellen ein weiteres zunehmendes Problem in
den westlichen Industriestaaten dar.

Im Jahr 2010 betrug die Zahl der adipdsen erwachsenen Méanner in Deutschland rund
16%, die der erwachsenen Frauen zwischen 13,8% und 15,6%, wéhrend bereits 50% der
Bevolkerung als Ubergewichtig eingestuft werden. Erste Ergebnisse aus der ,Studie zur
Gesundheit Erwachsener in Deutschland® (DEGS), die als Quer- und
Langsschnitterhebungsstudie bundesweit reprasentative Daten zur gesundheitlichen Lage
der erwachsenen Bevolkerung im Alter zwischen 18 und 79 Jahren analysiert, finden eine
noch hohere Pravalenz. So findet sich eine besorgniserregende Zunahme der Adipositas
besonders im jungen Erwachsenenalter. Insgesamt betragt die Adipositaspravalenz 23,3%
bei Mannern und 23,9% bei Frauen, wohingegen die Pravalenz im vergleichbaren
,Bundes-Gesundheitssurvey 1998 (BGS98) bei etwa 19% fur Manner und circa 23% fur
Frauen lag (20).



Noch gravierender féllt diese Entwicklung in den USA aus, wo im Zeitraum von 2003-2004
bereits 17,1% der Kinder und Jugendlichen tbergewichtig, und 32,3% der Erwachsenen
adipds waren. Der Anteil der Personen mit schwerer Adipositas (BMI = 40) betrug in den
Vereinigten Staaten im Zeitraum 2003-2004 4,8%.

Doch das Problem bleibt nicht allein auf die westliche Welt beschrénkt, auch in den
Entwicklungslandern steigt die Zahl der Adipdsen besorgniserregend an. So stieg in
chinesischen Stadten die Pravalenz adiposer Vorschulkinder von 1,5% im Jahr 1989 auf
12,6% im Jahr 1997 (21).

Tabelle 1. Klassifizierung des Kérpergewichts nach der Gradeinteilung der WHO

BMI = Kérpergewicht [kg] / KérpergroRe [m]?

< 18,5 kg/m? Untergewicht

18,5 — 24,9 kg/m? Normalgewicht

25,0 — 29,9 kg/m? Ubergewicht

30,0 — 34,9 kg/m? Adipositas Grad |
35,0 — 39,9 kg/m? Adipositas Grad |I

> 40,0 kg/m? Adipositas per magna

Tabelle 1. Gradeinteilung der Adipositas (22)
[WHO (Hrsg.): Obesity: preventing and managing the global epidemic. Report of a WHO
Consultation. In: WHO Technical Report Series. 894, 2000.]

Die schadigenden und lebensverkiirzenden Auswirkungen von krankhaftem Ubergewicht
und Fettleibigkeit sind seit langem bekannt. Neben seiner Funktion als Energiespeicher ist
Fettgewebe in die Steuerung vielfaltiger Prozesse, einschliel3lich neuroendokriner und
immunologischer Vorgange eingebunden (23).

Hinsichtlich medizinischer Komplikationen sind fettstichtige Menschen anfalliger fur
Krankheiten des Herzkreislaufsystems, wie arteriellen Hypertonus und koronare

Herzkrankheit, metabolische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, sowie fur



Lungenerkrankungen und maligne Erkrankungen. Wird eine intensivmedizinische Therapie
notig, geht diese oftmals mit spezifischen Komplikationen, auch bedingt durch

physiologische Veranderungen, einher. Neben Problemen bei der maschinellen Beatmung,
Entwdhnung vom Respirator und vermehrten infektiologischen Komplikationen, ist die Zahl
vendser Thrombosen, von Lungenembolien und anderen kardiovaskularen Komplikationen

bei fettslichtigen Patienten erhoht (24).

Eine Vielzahl von Studien hat mittlerweile einen moglichen Zusammenhang zwischen dem
Body Mass Index (BMI) und dem Outcome von Patienten auf Intensivstationen weltweit
untersucht. Die hierbei gefundenen Untersuchungsergebnisse sind jedoch kontrovers.

So fand die multizentrische SOAP-Studie (Sepsis Occurence in Acutely ill Patients) keinen
signifikanten Unterschied zwischen untergewichtigen, normalgewichtigen, sowie
Ubergewichtigen und stark Ubergewichtigen Patienten hinsichtlich der Mortalitatsrate des
Intensivstations- bzw. Krankenhausaufenthaltes (24).

Eine grol3e retrospektive Studie mit Gber 41.000 Patienten zeigte, dass ein niedriger BMI
mit erhohter Mortalitat einhergeht, wahrend Ubergewicht und Fettleibigkeit moglicherweise
die Mortalitatsrate verbessern. Der Vergleich von 117 Patienten mit BMI > 40 kg/m? mit
normalgewichtigen Kontrollpatienten zeigte in einer weiteren Studie eine deutlich erhdhte
Mortalitat in der Adipositasgruppe (25).

Eine 6sterreichische Studie, die das Outcome von 301 Patienten mit septischem Schock
untersuchte, fand keine signifikante Assoziation zwischen dem BMI und der Mortalitat auf
der Intensivstation. Jedoch zeigte sich ein Trend hinsichtlich einer niedrigeren
Intensivstations-Mortalitéat und hoheren BMI-Werten (26).

Die Auswertung der Daten von tber 62.000 kritisch kranken Patienten in einer Meta-
Analyse konnte hingegen einen Uberlebensvorteil fiir Patienten mit leichtem und
moderatem Ubergewicht feststellen (27).

In einer Studie, die den Einfluss des BMI auf das Outcome nach intensivmedizinischer
Behandlung untersuchte, fand sich in der Gruppe der Ubergewichtigen Patienten eine
geringere Mortalitat und in den Gruppen der Ubergewichtigen und adipdsen Patienten ein
verbesserter funktioneller Status nach Krankenhausentlassung (25).

Dieses sogenannte Adipositas-Paradoxon wurde in einer weiteren Studie beschrieben: Die
Mortalitatsrate bei Patienten mit akut dekompensierter Herzinsuffizienz lag mit 2,4% flr
Adip6se deutlich unter der von normalgewichtigen (4,6%) und untergewichtigen (6,4%)
Patienten (27). Unterstitzt wird das Adipositas-Paradoxon durch Daten einer Metaanalyse
aus den USA mit 2,8 Millionen Teilnehmern, die fiir Ubergewichtige (BMI 25-29,9) eine

10



niedrigere Gesamtsterblichkeitsrate zeigte als fir Normalgewichtige (28).

MaRiges Ubergewicht scheint somit protektive Effekte aufzuweisen, die sich
maoglicherweise ein Leben lang, und nicht nur bei kritischen Erkrankungen auswirken.
Wahrend es bei krankhaftem Ubergewicht zu physiologischen Veranderungen und der
Manifestation von Folgeerscheinungen der Fettsucht wie Diabetes mellitus,
kardiovaskularen Erkrankungen und veranderter Atemphysiologie kommt, ist dies bei
maRigem Ubergewicht noch nicht der Fall.

1.3 Leptin

An der Steuerung und Kontrolle der Immunantwort bei Sepsis sind zahlreiche Mediatoren
und Hormone sowie das zentrale Nervensystem beteiligt.

Eines dieser Steuerungs-Hormone, das Einfluss auf die Immunantwort hat, ist das Leptin.
Leptin ist ein 16 kDa groRRes kdrpereigenes Hormon, das in den Fettzellen gebildet wird
(29) und einer zirkadianen Rhythmik unterliegt (30,31). Es ist bekannt, dass Leptin die
Blut-Hirn-Schranke Uberwindet (32) und den Grol3teil seiner biologischen Effekte erreicht,
indem es direkt im Gehirn wirkt. Einige der bereits gut charakterisierten und im Gehirn
vermittelten Funktionen des Leptins betreffen Nahrungsaufnahme, Energiehaushalt,
Steuerung des Korpergewichts, metabolische und endokrinologische Funktionen, sowie
die Fortpflanzung. Leptin fungiert u.a. als Sattigungssignal, indem es die
Nahrungsaufnahme vermindert und Uber eine Sympathikusaktivierung den
Energieverbrauch steigert (33-43).

Die H6he des Hormonspiegels verandert sich durch Zustande wie Fasten oder
Uberernahrung. So zeigen adipdse Individuen einen erhohten Leptinspiegel, wahrend er
bei Fastenzustanden erniedrigt ist. Mutationen des ob-Gens sind bei Menschen und
Mausen mit Fettleibigkeit und Hyperphagie assoziiert (44).

Jedoch ist Leptin nicht nur beztglich Nahrungsaufnahme und Energiehaushalt aktiv.
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1.4 Einfluss von Leptin in der Sepsis

Leptin beeinflusst das Immunsystem wahrend einer Sepsis, sowohl Gber seine zentrale
Wirkung, als auch Uber seine direkte periphere Wirkung an Immunzellen und Organen.
Dies wurde sowohl in Tierexperimenten (35,45-52) als auch in Studien an Patienten
gezeigt (53-68). Wahrend ein fehlender Anstieg bzw. ein Mangel an Leptin in der Sepsis
mit einer signifikant hoheren Sterblichkeit verbunden ist, beinflusst in mehreren
tierexperimentellen Studien die Substitution von Leptin die Immunantwort und den Verlauf
einer Infektion positiv durch verbesserte Bakterien-Clearance und Reduktion neutrophiler
Zellen und proinflammatorischer Zytokine (54,56,62,63,67,68,69).

Die Aussagen bezuglich der Funktion von Leptin im Immunsystem und im Rahmen einer
Immunantwort sind aber sehr widerspriichlich und dessen genaue Rolle ist daher bis jetzt
noch nicht geklart.

Wie bereits angefuhrt ist Leptin ein wichtiges Signalprotein im ZNS. Einige der bereits gut
charakterisierten und vor allem im Gehirn vermittelten Funktionen des Leptins betreffen
Energiehaushalt, Steuerung des Kérpergewichts, metabolische und endokrinologische
Funktionen und die Kontrolle der Kérperkerntemperatur. Leptin besitzt eigene Rezeptoren
(Ob-R), die ubiquitar im Organismus vorkommen. Es existieren sechs Isoformen, von
denen der langkettige Ob-Rb haupsachlich fir die biologischen Wirkungen und Signal-
Effekte von Leptin verantwortlich ist. Leptin aktiviert den JAK-STAT3-Signalweg (dies sind
Rezeptor-assoziierte Tyrosinkinasen bzw. Transkriptionsfaktoren) und den intrazellularen
Transkriptionsfaktor NF-kB. Weitere wichtige Leptin-abhéngige Signalwege sind die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) p38 und die extrazellular signalregulierte Kinase
(ERK).

1.5 Rolle des ZNS in der Sepsis

Schadigungen der endothelialen Barriere treten im Rahmen einer Sepsis auch am ZNS
auf. Das ZNS ist das lebenswichtige Steuerungszentrum. Zusammen mit dem
Hormonsystem, mit dem es aufs Engste verknupft ist, steuert und regelt es alle
Korperfunktionen von der Atmung Uber Bewegung und Fortpflanzung bis hin zur

Verdauung. Darlber hinaus ist es Grundlage aller ,hdheren® Funktionen wie etwa
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Bewusstsein, Empfinden, Denken und Lernen. In der Sepsis kommt es durch
Veranderungen der vaskularen Barriere zu einer Beeintrachtigung der ZNS-Funktion. Eine
vermehrte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fuihrt zur Entstehung eines Odems mit
Storung der zerebralen Perfusion und Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen im Sinne
eines Versagens der Mikrozirkulation. Proinflammatorische Mediatoren (wie z.B. TNF-q,
IL-1) werden nun auch vermehrt Gber die geschadigte Blut-Hirn-Schranke ins ZNS
aufgenommen, stimulieren dort Astrozyten und die Mikroglia, wodurch noch weitere
inflammatorische Mediatoren ausgeschittet werden. Dadurch wird eine unphysiologische
metabolische Kaskade angestofRen, die nur schwer zu kontrollieren ist. Lebenswichtige
Steuerungsprozesse und die daran beteiligte Homdostase der Hormone und
Signalproteine werden gestort, die Imbalance der Neurotransmitter fihrt im Verlauf zu
zellularem Energiemangel und Zelltod. Es resultiert das klinische Bild einer septischen
Enzephalopathie mit Stérung zerebraler Funktionen wie Konzentration, Gedachtnis,

Wachheit und Koordination.

1.6 Die Pathogenese der Sepsis

Sepsis ist definiert als eine systemische inflammatorische Antwort auf eine zunachst lokal
begrenzte Entziindung (72). Bakterielle Infektionen stellen den haufigsten Grund fir eine
Sepsis dar. Unter den Erregern sind je nach der untersuchten Kohorte in etwa gleich
haufig grampositive und gramnegative Spezies zu verzeichnen. Jedoch kdnnen auch
Pilzinfektionen und der Einfluss von Toxinen zu einem &hnlichen Krankheitsbild fuhren. In
der Genese dieser Erkrankung spielt das Zusammenwirken von Infektion und
Immunantwort eine entscheidende Rolle. Initial kommt es zu einer Aktivierung
immunkompetenter Zellen. Diese primare Immunantwort wird durch das Freisetzen einer
Vielzahl von sekundaren Mediatoren weiter verstarkt (,systemic inflammatory response
syndrome®, SIRS) und fuhrt schliel3lich zum klinischen Bild der Sepsis. Sepsis und
septischer Schock sind verbunden mit der Entwicklung eines oft tddlichen Versagens
lebenswichtiger Organsysteme (Multiorganversagen). Die Behandlungsmdglichkeiten der
Sepsis oder des durch Sepsis erzeugten Multiorganversagens sind bis heute unzureich-
end, da die genauen Vorgadnge im Immunsystem wahrend einer Sepsis aul3erst komplex
sind und bislang nicht ausreichend verstanden werden. Ein Hauptgrund fir die Entstehung

einer septischen Organdysfunktion ist die Schadigung des vaskularen Endothels.
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Die Reaktion des Wirtsorganismus auf das Eindringen von Mikroorgansimen lasst sich
teilen in die angeborene unspezifische und die erworbene spezifische Immunabwehr. Die
im Rahmen dieser Arbeit primar untersuchte unspezifische Immunabwehr wird
reprasentiert durch Faktoren, die im Gewebe standig vorhanden sind und von
Gewebszellen schnell produziert werden kénnen. Sie sind unmittelbar in der Lage,
eingedrungene Fremdorganismen zu erkennen und zu bekdmpfen. Hierzu zahlen
Gewebemakrophagen, neutrophile Granulozyten und Nattrliche Killerzellen, sowie das
Komplementsystem. Sie produzieren Interferone und Akute-Phase-Proteine, sowie
Entziindungsmediatoren, welche sowohl eine autokrine, wie auch eine para- bzw.
endokrine Wirkung entfalten kdnnen.

Im nachfolgenden Schritt beginnt die Aktivierung der spezifischen Immunabwehr, zu der
neben B-Lymphozyten und den durch sie produzierten spezifischen Antikdrpern, die T-
Lymphozyten in Form von Zytotoxischen-T-Zellen, T-Helferzellen und regulatorischen T-
Zellen gezahlt werden. B-Lymphozyten produzieren nach Differenzierung zu Plasmazellen
spezifische Antikorper. T-Helferzellen verbessern die Phagozytoseleistung der
Makrophagen und rekrutieren durch Produktion von Zytokinen weitere Immunzellen,
wahrend Zytotoxische-T-Zellen direkt schadigend auf Mikroorganismen einwirken kénnen.
Eine weitere Untergruppe der T-Zellen, die yd-T-Zellen, die vor allem in mukdsen Organen
vorkommt, beeinflusst ebenfalls die Immunantwort durch Sekretion von pro- als auch anti-
inflammatorischen Zytokinen. Die Auspragung der Zytokinreaktion scheint vom Typ des
Pathogens bzw. der Infektion abhangig zu sein. Die Uberwiegende Funktion der yo-T-
Zellen scheint aber auf der proinflammtorischen Wirkung zu liegen. Die Studienlage hierzu

gestaltet sich jedoch kontrovers (73).

1.6.1 Proinflammatorische Mechanismen

Der Ausloser einer Abwehrreaktion besteht in der Erkennung eines eingedrungenen
mikrobiellen Organismus. Makrophagen und neutrophile Granulozyten kdnnen durch
Chemotaxis Mikroorganismen aufspuren und im Folgenden mithilfe verschiedener
Rezeptoren phagozytieren. Bei einer akuten Entziindung kommt es innerhalb von Minuten
zur Mobilisation von ortsstandigen Gewebemakrophagen. Diese beginnen mit der
Phagozytose und produzieren Entziindungsmediatoren (IL-113, IL-6, TNF-a). Hierdurch

werden grol3e Zahlen an neutrophilen Granulozyten zur Einwanderung in den betroffenen
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Bereich angelockt (neutrophile Phase). Im Folgenden werden Monozyten aus dem Blut
rekrutiert (monozytare Phase), die sich zu Makrophagen umwandeln. Schliel3lich kommt
es durch Mediatoren bedingt (GM-CSF) zur vermehrten Produktion von Granulozyten und
Monozyten im Knochenmark. Die akute Entziindung wird beendet, wenn das auslésende
Agens beseitigt wurde.

Unter der Einwirkung weiterer Mediatoren (IL-1, IL-6, IL-12) kann es jedoch auch zu einer
spezifischen Abwehrreaktion mit generalisiertem Anstieg der Lymphozyten kommen
(lymphozytare Phase) (74). Dendritische Zellen wandern in diesem Fall, untersttitzt durch
Zytokine wie TNF-q, in spezialisierte lymphatische Gewebe wie z.B. lokale Lymphknoten
ein. Hier prasentieren sie Krankheitserreger und deren Antikérper und lI6sen im Folgenden
durch Aktivierung von CD4-T-Zellen eine spezifische Immunantwort aus (75).

Die im Lauf der Abwehrreaktion produzierten Zytokine fuhren zu den klassischen Zeichen
einer Entziindung. Die lokal wirksamen, aus dem Endothel stammenden Vasodilatatoren
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGI2), die stimuliert durch IL-1 und TNF-a
produziert werden, verlangsamen die Blutstromungsgeschwindigkeit. Auch die Adaption
der Endothelbarriere erméglicht den Leukozytendurchtritt von intravasal ins Gewebe.
Aktivierte Neutrophile setzen hierzu Mediatoren (Metalloproteasen) frei, welche die
extrazellulare Matrix schadigen und zu einem Endothelleck fihren. Neben den
Immunzellen tragen inshesondere auch die Endothelzellen im betroffenen Gebiet durch
Zytokinproduktion zur Unterhaltung der Entztindungsreaktion bei. Klinisch werden
Erwarmung (Calor) und R6tung (Rubor) des betroffenen Gebietes sichtbar (76).

IL-113, IL-6 und TNF-a spielen eine entscheidende Rolle bei der Induktion der Akute-
Phase-Reaktion in der Leber und der Entstehung von Fieber, wodurch die Funktion der
Immunabwehr auf verschiedene Weise begunstigt wird.

Die erhohte Gefal3permeabilitat fuhrt zur Gewebsschwellung (Tumor), der erhdhte
Gewebsdruck verstarkt die Schmerzentstehung (Dolor). Durch die Entziindungsreaktion
kann die Funktion des betroffenen Gewebes eingeschrankt werden (Functio laesa).
Bedingt durch die der Entztindungsreaktion eigenen Verdnderungen treten
Immunglobuline, Komplementfaktoren, Fibrinogen und andere Bestandteile des
Blutplasmas aus dem Gefal3system aus. Die Abwehr eingedrungener Organismen wird
erleichtert und die weitere Verbreitung im Wirt verhindert, die Eliminierung gefordert (77).
Eine lokale Induktion der Blutgerinnung dient als physikalische Barriere der Verhinderung

der Erregerausbreitung,
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Die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch die Wirtszellen ist ein streng
regulierter Prozess, der die Entztindung am Ort der Infektion oder der Gewebsschadigung
unterstutzt und die Aktivierung des Immunsystems bedingt. Wahrend der gewdhnliche
Entziindungsprozess selbstlimitierend verlauft und nach der Beseitigung der Infektion
abklingt, kommt es bei der chronischen Entziindungsreaktion bei Patienten mit Sepsis zur
Dysregulation, die zur exzessiven und generalisierten Freisetzung der
entziindungsunterhaltenden Zytokine fuhrt.

Eine systemische Ausschittung proinflammatorischer Zytokine kann beispielsweise durch
spezielle bakterielle Virulenzfaktoren hervorgerufen werden. Durch systemisches
Eindringen von Zellwandbestandteilen wie Lipopolysaccharid oder sogenannten
Superantigenen kann ein Zytokinsturm, eine exzessive Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine durch polyklonale Stimulation einer grof3en Zahl verschiedener CD4-positiver-T-
Zellen, hervorgerufen werden. Folge ist die Entstehung gro3er Mengen
proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise TNF-a, die zu generalisierter
Vasodilatation mit nachfolgender Hypoperfusion und Ischamie anderer Organe, vor allem
der Nieren und des Intestinaltraktes, fuhren (78).

Eine generell erhdhte Permeabilitat der Endothelbarriere, durch Einwirkung von IL-1 und
TNF-a, fuhrt zu Ubermafligem Austritt intravasaler Flussigkeit, wodurch das Gewebe durch
Odembildung weiter geschadigt wird und sich auBerdem die arterielle Hypotonie verstarkt.
Als weiteres Charakteristikum der Sepsis wird in Folge der Entziindungsreaktion das
Gerinnungssystem aktiviert. Die Gerinnungsaktivierung, die bereits im frihen Stadium der
Sepsis erfolgt, dient der Verhinderung der Ausbreitung der Infektion. Jedoch kann es mit
zunehmender Schwere des Entziindungsprozesses zu einer generalisierten und
Ubermafigen Aktivierung des Gerinnungssystems kommen. Nach der Bildung von
Fibringerinnseln, welche sich in kleinen Gefél3en ablagern, kommt es dort zu
mikrovaskularen Thromben, die zum Verschluss der Blutversorgung im Gewebe fuhren
(76). Hierdurch kénnen Gerinnungsfaktoren soweit verbraucht werden, dass eine
angemessene Blutgerinnung nicht mehr mdglich ist (79). Fihrend in der Unterhaltung
dieses Prozesses sind neben den proinflammatorischen Zytokinen auch aktivierte
neutrophile Granulozyten und Thrombozyten (80). Verbrauchskoagulopathie und
Hypoperfusion minden héaufig in einem Multiorganversagen mit hoher Letalitatsrate.
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1.6.2 Antiinflammatorische Mechanismen und CARS

Im Gegensatz zu dieser proinflammatorischen Reaktion, die durch eingedrungene
Pathogene oder stattgefundene Gewebszerstorung bedingt die SIRS-Reaktion zur Folge
hat, steht die antiinflammatorische Reaktion, die in der Regel auf den
proinflammatorischen Zytokinsturm folgt. Das Akronym CARS steht fir Compensatory
Anti-inflammatory Response Syndrome und wurde 1996 von Bone gepréagt, um dieses
immunologische Phanomen wéahrend der Sepsis zu beschreiben (81). Ebenso wie SIRS
geht CARS mit der Freisetzung spezifischer antiinflammatorischer Zytokine einher und
bewirkt eine systemische Deaktivierung des Immunsystems. Bone stellte die Hypothese
auf, dass die antiinflammatorische Reaktion die zerstérerische Entziindungsreaktion
ausgleichen und zu einem Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischer
Immunreaktion fuhren soll.Gelingt es allerdings nicht, hierdurch ein Gleichgewicht zu
erreichen, droht Schaden fur den Organismus bis hin zum Tod, entweder durch die
UberschieRende Entziindungsreaktion oder aber durch eine CARS-induzierte
Immunparalyse, die den bereits geschwachten Organismus anfallig macht fur
nachfolgende Infektionen. Die méglichen Ursachen fir die immunsuppressive
Gegenreaktion sind vielfaltig. Diskutiert werden die Einflisse zahlreicher
antiinflammatorischer Zytokine, Reaktionen auf vermehrte Apoptose korpereigener Zellen
und veranderte Stimulierbarkeit der Abwehrzellen.

Monozyten préasentieren Antigene und segregieren proinflammatorische Zytokine, um die
Immunantwort zu verstarken und nehmen somit eine wichtige Rolle in der Erkennung und
Beseitigung von eingedrungenen Organismen wabhr. Studien zeigten, dass als Folge von
Trauma oder Sepsis sich diese Fahigkeit vermindert und weniger TNF-a und IL-1
produziert werden. Die Down-Regulierung der Monozytenfunktion geht mit einem erhghten
Risiko fur eine Zweitinfektion und einer schlechten Prognose einher. Die Regulation der
Apoptose der Immunzellpolulation wahrend Sepsis und SIRS spielt eine zentrale Rolle
beim Ausgleich des Uberschiel3enden Entziindungsprozesses, der dem Organismus
ausgepragten Schaden zufiigt. Die Immunparalyse als Kennzeichen der CARS-Reaktion
in der Sepsis stellt moglicherweise das pathologische Resultat einer erhghten
Apoptoserate von Effektorzellen des Immunsystems dar. Beleg dafir, dass die Apoptose
ein direkter Mediator der Immunparalyse sein kdnnte und nicht nur einen Marker der
Dysfunktion darstellt, lieferten experimentelle Tierstudien, in denen eine Reduktion der

Apoptose das Uberleben in der Sepsis verbesserte (82).
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1.7 Stand der Forschung

Trotz intensiver Forschung gibt es bislang keine befriedigende Therapie der schweren
Sepsis und des septischen Schocks. Sanierung des Infektfokus, antibiotische Therapie zur
Beseitigung des Infektionserregers, sowie intravendse Substitution von Flussigkeit und
Katecholaminen zur Kreislaufunterstiitzung und Vermeidung der Organdysfunktion sind
standardisierte Therapieverfahren. Jedoch stellen sie lediglich eine symptomorientierte
Behandlungsstrategie dar, eine spezifische Therapie zur Immunmodulation existiert

bislang nicht.

1.8 Fragestellung der Arbeit

Diese tierexperimentelle Arbeit untersucht die Auswirkungen einer ernahrungsbedingten

geringgradigen Adipositas auf die Uberlebensrate und den Verlauf einer polymikrobiellen
Sepsis.

Desweiteren wird untersucht, ob das kérpereigene Hormon Leptin einen Einfluss auf den
Verlauf der Immunantwort in der Sepsis hat. Dazu wird das etablierte Tiermodell der

z6kalen Ligatur und Punktion (CLP) zur Induktion einer Sepsis verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

2.1.1 Tierstudienantrag

Alle Experimente wurden nach den Standards des Tierversuchskomitees und gemalf den
Richtlinien des European Communities Directive 686/609/EEC und nach Genehmigung

des Tierversuchsantrags durch die Regierung von Oberbayern durchgefihrt.

2.1.2 Tiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere wurden sieben Wochen alte ménnliche C57BIl/6J Wildtypmause (Janvier
SAS, Le Genest Saint Isle, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden in der zentralen
Versuchstierhaltung des Klinikums der Universitat Munchen (in der Chirurgischen Klinik
der Universitat Minchen) mit konstanter Temperatur (22 + 2°C) und Luftfeuchte (55 + 5%)
bei automatischer Beleuchtung mit einem 12h-Tag-Nacht-Rhythmus in IVC-Long-Kafigen
gehalten. Die Besatzdichte der Kafige betrug max. funf Tiere pro Kafig. Es bestand
jederzeit Zugang zu Futter und frischem, angesauertem und autoklaviertem Wasser ad
libitum. Die Einstreu und das Wasser wurden ein Mal pro Woche gewechselt.
Entsprechend ausgebildetes Fachpersonal stellte die pflegerische und medizinische
Betreuung sicher. Die Tiere wurden in einem optimiertem Hygienebereich unter SBF-
Bedingungen gehalten.
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2.1.3 Fltterung der Mause

Eine Halfte der Versuchstiere erhielt spezielles hochkalorisches Futter (sogenannte ,high
fat diet, E15186-34, Fa. Ssniff, Soest, Deutschland) das speziell fir Mause hergestellt
wird. Hauptbestandteil sind gesattigte Fettsauren, die zur Verfigung stehende Energie
setzt sich aus Fett (50,0%), Kohlenhydraten (28,0%) und Protein (22,0%) zusammen.

Die Kontrollgruppe bestand aus gleich alten C57BI/6J Mausen, die Uber die gleiche Zeit
ein Standardfutter erhielten. Die Energiezusammensetzung resultiert aus Fett (11,0%,
Kohlenhydraten (65,0%) und Protein (23,0%).

Zielgewicht der adipésen Zielgruppe war ein Gewicht von 35-40g, das durch Futterung mit
,high fat diet” (hfd) erreicht wurde. Im Vergleich dazu erreichten die Mause unter

Ernahrung mit Standard-Futter im gleichen Zeitraum ein Gewicht von ca. 20-25g.

2.2 Versuchsdurchfiihrung

2.2.1 Praoperative Messungen und Vorbereitungen

In der Zeit der Gewichtszunahme wurden die Tiere einmal pro Woche an den Vorgang der
Korpergewichtsmessung und die Bestimmung der Kérperkerntemperatur gewohnt. Durch
die Gewohnung erzeugten diese Mal3nahmen keinen Stress an den Tieren unter den

spateren Versuchsbedingungen.

2.2.2 Bestimmung des Korpergewichts

Das Korpergewicht aller Tiere wurde einmal pro Woche mit einer Waage bestimmt. Dazu
wurden die Tiere einzeln aus dem Kafig genommen, in einer Schale auf der Waage
gewogen, und danach in den Kéfig zurtickgesetzt. Dieser Vorgang ist nicht schmerzhaft
und dient gleichzeitig dazu, die Tiere an diesen Vorgang zu gewdhnen. Nach Induktion
einer Sepsis mittels zdkaler Ligatur und Punktion wurde die Messung einmal taglich

durchgefuhrt.
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2.2.3 Bestimmung der Korperkerntemperatur

Die Korperkerntemperatur der Mause wurde einmal pro Woche bestimmt. Die diinne,
flexible Temperatursonde eines Thermometers (Greisinger GTH1170 Thermometer, Fa.
Greisinger, Regenstauf, Deutschland) wird rektal 3-4 mm eingefihrt und die Temperatur
innerhalb von funf bis zehn Sekunden bestimmt. Nach Induktion einer Sepsis mittels

zOkaler Ligatur und Punktion wurde die Messung einmal taglich durchgefihrt.

2.2.4 Zokale Ligatur und Punktion

Das Modell der z6kalen Ligatur und Punktion gilt als der Goldstandard zur Erzeugung
einer polymikrobiellen Sepsis. Zur Anasthesie erfolgte eine intraperitoneale Injektion von
Pentobarbital (50mg/kg Korpergewicht; Merial GmbH, Deutschland) und Buprenorphin (0,3
mg/kg Korpergewicht; Hexal, Deutschland). Die Operation wurde unter erhaltener
Spontanatmung unter Raumluftbedingungen auf einer elektrischen Heizmatte zur
Hypothermieprophylaxe ausgefiihrt. Nach Rasur des Bauches wurde die Haut desinfiziert
und mit einer Lochkompresse abgedeckt. Der Eingriff erfolgte unter sterilen Bedingungen.
Uber einen Mittellinienhautschnitt von einem Zentimeter Lange wurde mittels stumpfer
Préparation das Peritoneum im Bereich der Linea alba dargestellt. AnschlieRend wurde
das Peritoneum eréffnet und das Zokum aufgesucht, freigelegt und mobilisiert. Es erfolgte
die Ligatur der hinteren 80% des Z6kums unterhalb der lleozdkalklappe mit einer Seiden-
Ligatur der Starke 3.0 (Catgut, Markneukirchen, Deutschland) ohne eine Obstruktion der
Kontinuitat des Darms herbeizufihren. Das ligierte Z6kum wurde mit einer Nadel der
GroRRe 23G einmalig punktiert und eine geringe Menge Darminhalt ausgepresst um die
vollstandige Punktion und den Austritt infektiocsen Darmmaterials in die sonst sterile
Bauchhohle sicherzustellen. Nach Repositionierung des Zokums erfolgte der Verschluss
des Peritoneums und der Bauchdecke mittels chirurgischer Naht mit Seidenfaden der
Starke 4.0 (Fa. Catgut, Markneukirchen, Deutschland). Die Dauer des Eingriffs betrug
circa zehn Minuten. Postoperativ erhielten die Versuchstiere einen 1 mil-Bolus steriler
NaCl-Losung 0,9% subcutan und wurden fur den Zeitraum von zwei Stunden im Kafig auf
einer Heizdecke belassen. In der Kontrollgruppe wurde eine sogenannte Schein-Operation

durchgeflhrt. Der Vorgang hierbei war identisch zur CLP-Operation, jedoch erfolgten nach
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Mobilisation des Zoekums keine Ligatur und keine Punktion. Postoperativ wurden die
Versuchstiere in Einzelkafigen untergebracht, in denen ihnen das gewohnte Futter (,high-

fat-diet” oder Standard-Futter) sowie Wasser ad libitum zur Verfigung standen.

2.2.5 Endpunkt / Euthanasie

Die Totung der Versuchstiere erfolgte zu den definierten Zeitpunkten mittels zervikaler
Dislokation. Die nachfolgend beschriebenen Methoden der Probengewinnung fanden nach

Totung des Versuchstieres statt.

2.2.6 Blutentnahme (intrakardiale Punktion), Serumgewinnung

Die Vollblutentnahme zur Probengewinnung erfolgte durch percutane intrakardiale
Punktion. Anschlie3end erfolgte die Sammlung in Lithium-Heparin Plasma-Separator-
GefalRen (BD Biosciences, CA, USA). Nach Zentrifugieren (10.000 g fur zehn Minuten)

wurde das gewonnene Serum bei -20°C gelagert.

2.2.7 Bronchoalveolare Lavage

Die bronchoalveolare Lavage erfolgte sechs Stunden und 24 Stunden nach CLP. Hierzu
wurde die Trachea im Halsbereich prapariert, eréffnet und mit einem Polyethylenkatheter
kantliert. Uber eine aufgesetzte Spritze wurden die Lungen durch den Katheter mit einem
Milliliter Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS-L6sung) gespult und die gewonnene
Probe als bronchoalveolare Lavage asserviert. PBS-LOsung ist isotonisch und nicht
zellgiftig. Seine Puffereigenschaft erméglicht das Arbeiten bei konstantem pH. Enthalten
sind Natriumchlorid, Dinatriumhydrogenphosphat, Kaliumchlorid und

Kaliumdihydrogenphosphat.
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2.2.8 Peritoneale Lavage

Die Gewinnung der peritonealen Lavageflissigkeit erfolgte nach aseptischer Préaparation
des Peritoneums wie bereits bei der CLP-Methode beschrieben. Anschliessend wurden

9 ml steriler Kochsalzldsung intraperitoneal injiziert und erneut aspiriert. Diese Flussigkeit
wurde als peritoneale Lavage asserviert. Im Verlauf wurde ein Teil dieser Probe fir die
Zellzahlbestimmung verwendet, der Rest wurde zentrifuigert. Das so am Boden des Tubes
entstehende Zell-Pellet wurde fiir die FACS-Analyse weiter verarbeitet, der Uberstand

wurde fur die Zytokinbestimmung mittels ELISA-Technik verwendet.

2.2.9 Organentnahmen und Histologie

Nach Entnahme der Organe wurden diese in flinfprozentiger Formalinlésung (Sigma
Aldrich, Hamburg, Deutschland) fixiert. Nach Aushartung in Paraffin erfolgte die Farbung
mit Hematoxylin und Eosin zur Lichtmikroskopie. Hierbei war das Praparat nicht nach
Herkunft aus der high fat diet - oder Kontrollgruppe gekennzeichnet. Die Untersuchung
wurde somit einfachverblindet von Seiten des Untersuchers (Fr. Dr. Huber,

Universitatsklinikum Ulm, Deutschland) durchgefihrt.

2.3 Messverfahren

2.3.1 Messung von Zytokinen und Leptin

IL-6, IL-10, IL-1, TNF-a, Monozyteninhibierendes Protein-2 (MIP-2) und Leptin in der
Peritonealflissigkeit und im Serum wurden mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA), gemal den Vorgaben des Herstellers (PeproTech, Hamburg, Deutschland), mit
einer Sensitivitat von jeweils 62, 47, 63, 16, 16, und 20 pg/ml durchgefihrt.
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2.3.2 Durchflusszytometrie nach Oberflachenfarbung

Die durch Zentrifugieren des Bluts gewonnene Zellsuspension wurde in Hanks' Balanced
Salt Solution (HBSS) asserviert. Nach zweifachem Waschen in HBSS wurden die aus
bronchoalveolarer Lavage, Blut und Peritoneallavage gewonnenen Zellen gemald dem
Ublichen Vorgehen fur die Durchflusszytometrie vorbereitet. Die Zellen wurden in
Flourescent-activated cell sorting (FACS)-Puffer (Phospat-gepufferte Kochsalzlésung mit
1% bovinem Albumin und 0,1% Natriumazid) resuspendiert. Um eine unspezifische
Bindung an murine Fc-y-Rezeptoren zu verhindern, wurden die Zellen mit anti-murinem
CD16/CD32 (20 min., 1 mg/ml; BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA) geblockt und
1% Rattenserum (Life Technologies, Paislay, Vereinigtes Konigreich) zur FACS-
Pufferlosung hinzugegeben. Die Zellen wurden mit Flourescein-, Phycoerythrin- bzw.
Peridinin-Chlorophyl — proteinmarkierten Antikdrpern gefarbt. Hierzu wurden folgende
Antikorper genutzt: anti-CD4 (Klon: RM4-5), anti-NK1.1 (Klon: PK136), anti-ydTCR (Klon:
UC7-13D5), anti-TCRp (Klon: H57-597), anti-CD8 (Klon: 53-6.7), anti-CD68 (Klon:
Y1/82A), anti-Ly6C (Klon: RB6-8C5), anti-Ly6G (Klon: 1A8), anti-CD45 (Klon: 30F-11), und
anti-IL-17A (Klon: TC11-18H10) (alle von BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Die
Proben wurden anschliel3end mit FACS-Pufferlésung gewaschen und mittels FACScan
Durchflusszytometer und der Software Cell Quest (BD Biosciences) unter
Standardeinstellungen analysiert. Je Probe kamen hierbei zwischen 10.000 und 20.000
Zellen zur Analyse der Mittleren Floureszenzintensitat (Mean flourescence intensity, MFI),

als Marker der Expression von Adhasionsmolekilen an der Zelloberflache.

2.3.3 Oxidativer Burst und Neutrophilenaktivierung

Neutrophile Granulozyten sind in der Lage nach Phagozytose von Bakterien reaktive
Stoffwechselprodukte wie Superoxid und Wasserstoffperoxid zu bilden. Dieser Vorgang
wird Oxidativer Burst oder auch Respiratorischer Burst genannt.

Zur Bestimmung der Neutrophilenaktivierung und der Produktion von Wasserstoffperoxid
wurden Proben nach intrakardialer Punktion aus dem Blut und aus der Peritoneallavage
gewonnen und asserviert. Die aus dem Blut und der Peritoneallavage gewonnenen Zellen

wurden zweimalig mit HBSS gewaschen, fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert und dann fur
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15 Minuten durch 10° M des chemotaktischen Tripeptides Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin aktiviert. Die Aktivierung wurde durch Eiskuhlung gestoppt. Fcy-Rezeptoren
wurden durch anti-murine CD16/CD32 (20 min., 1 mg/ml; BD Pharmingen) geblockt und
die Zellen mit anti-murinem Grl (Klon: RB6-8C5; BioLegend, San Diego, CA, USA) und
anti-murinem CD11b (Klon: M1/70; BioLegend) zur Identifikation der Leukozyten inkubiert.
Nach Waschung mit Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung wurden die Zellen mittels

Durchflusszytometrie analysiert.

2.3.4 Bestimmung der Leukozytenzahl

Die Leukozytenzahlen im Blut und in der Peritoneallavage wurden mittels eines Sysmex
KX-21N Zellzéhlers (Sysmex, Lincolnshire, IL, USA) bestimmt.

2.4 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse diente die Software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Quantitative Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. Uberlebensraten wurden graphisch mittels der Kaplan-Meier
Methode und statistische Vergleiche beziiglich des Uberlebens wurden durch den log-rank
Test dargestellt. Mittels Kolmogorov-Smirnov Test wurden die Daten hinsichtlich der
Normalverteilung der Werte getestet. Die Art der Hypothesentestung war zweiteilig. Fur
den einfachen Vergleich zweier Gruppen (,high fat diet” und Kontrollgruppe) an einem
Startpunkt wurde, um den Ausgangspunkt zu definieren (Daten ,vor CLP®), ein zweiteiliger
Student t-Test fur unpaarige Proben genutzt. Fir den Vergleich der Kérpertemperatur
zwischen den Gruppen im Vergleich des 10-Tages-Uberlebens und 7-Tages-Uberlebens
wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) fur wiederholte Messungen, gefolgt

von einem post hoc Bonferroni Test genutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich der Uberlebensraten nach CLP

Durch die beschriebene Diat mit hochkalorischer Nahrung (Fettgehalt 50%) tber einen
Zeitraum von 12 Wochen erreichte die high fat diet (hfd)-Gruppe ein Kérpergewicht, das
das der Kontrollgruppe (Fettgehalt der Nahrung 11%) um 25% Uberstieg (Abb. 1). So lag
das Korpergewicht der hfd-Gruppe bei 34,4 + 0,5 g (n=55, p <0,0001), im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einem Gewicht von 27,7 = 0,2 g (n=60). Dieser Zuwachs an
Kdrpergewicht entspricht etwa einer Grad | Adipositas, wahrend die Tiere der

Kontrollgruppe als normalgewichtig zu betrachten sind.
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start hfd Kontrolle

Abb. 1: Verhéltnis des Korpergewichts in den Versuchsgruppen vor CLP

Zunachst wurde der Einfluss der hfd auf den Verlauf einer polymikrobiellen Sepsis
untersucht. Hierzu wurde das Verfahren der zokalen Ligatur und Punktion an den Tieren
der hfd- und der Kontrollgruppe durchgefihrt. Es zeigte sich ein deutlicher
Uberlebensvorteil in der hfd-Gruppe (71,4%; n=14; p < 0,0001) im Vergleich zu den Tieren
der Kontrollgruppe (10%; n=10) (Abb. 2). Die Tiere sowohl der hfd- als auch der
Kontrollgruppe, die einer Scheinoperation ohne Er6ffnung und Ligatur des Coecums
unterzogen wurden (Sham-Operation), zeigten hingegen eine Uberlebensrate von 100%.
Entsprechend den Uberlebensraten war auch die mittlere Uberlebenszeit in der hfd-
Gruppe (199,9 + 17,6 h; n=14; p < 0,0003) im Vergleich zur Uberlebenszeit der
Kontrollgruppe (91,3 + 17,2 h; n=10) deutlich verlangert (Abb. 3).
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Abb. 2: Uberlebensrate der Versuchsgruppen nach CLP im zeitlichen Verlauf
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Abb. 3: Uberlebenszeit nach CLP

Die Korpertemperatur gilt als unabhangiger Pradiktor der Mortalitat in der Sepsis (36).
Wahrend die Korpertemperatur bei den Versuchstieren der hfd-Gruppe (n=14) und den
Tieren beider Versuchsgruppen, die einer Scheinoperation unterzogen wurden (je Gruppe
n=3), tber den gesamten Untersuchungszeitraum nach der Coecalen Ligatur und
Punktion stabil blieb, kam es in der Kontrollgruppe (n=10) innerhalb der ersten vier
postinterventionellen Tage zu einem signifikanten Abfall (p<0,05) (Abb. 4).

Eine signifikante Anderung des Kérpergewichts war in keiner der Gruppen zu messen
(Abb. 5).
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Abb. 5: Verlauf des Korpergewichts nach CLP

3.2 Verlauf der Leptin-Spiegel vor und nach CLP

Vor CLP wiesen die Tiere der hfd-Gruppe im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe
signifikant hohere Leptin-Spiegel im Serum auf (5,7 £ 1,2 ng/ml und 2,7 = 0,2 ng/ml; pro
Gruppe n=5; p=0,033) (Abb. 6). In den peritonealen Lavagefliissigkeit konnten
prainterventionell in beiden Gruppen vergleichbar geringe Leptin-Spiegel nachgewiesen
werden (0,1 = 0,1 ng/ml und 0,2 + 0,1 ng/ml; n=5 pro Gruppe) (Abb. 7). Sechs Stunden
nach Induktion der polymikrobiellen Sepsis durch CLP kam es in der hfd-Gruppe zu einem
signifikanten Anstieg des Leptin-Spiegels sowohl im Serum (16,7 + 2,4 ng/ml; n=14;
p=0,019), als auch in der peritonealen Lavageflissigkeit (3,6 £ 1,3 ng/ml; n=14;
p=0,0007). Nach 24 Stunden (n=14; p < 0,0007) und 48 Stunden (n=10; p=0,006) sanken
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die Leptin-Spiegel wieder, jedoch waren sie im Vergleich zu den Werten der
Kontrollgruppe weiterhin erhoht. In der Kontrollgruppe hingegen konnte weder sechs
Stunden (n=19), 24 Stunden (n=23) noch 48 Stunden (n=11) nach CLP ein Anstieg des

Leptinspiegels im Serum oder peritonealer Lavageflissigkeit nachgewiesen werden.
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Abb. 6: Verlauf der Leptin-Spiegel im Serum
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Abb. 7: Verlauf der Leptin-Spiegel in der Pertioneallavage
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3.3 Verlauf der proinflammatorischen Immunantwort nach CLP

3.3.1 Interleukin-6

Sechs Stunden nach CLP war in der hfd- (n=14) und der Kontrollgruppe (n=19) ein
deutlicher Anstieg des Interleukin-6 — Spiegels, sowohl im Serum (18,2 £ 2,6 ng/ml und
20,8 = 2,2 ng/ml; p=0,004), wie auch in der peritonealen Lavageflussigkeit (7,1 = 1,7 ng/ml|
und 6,5 = 1,1 ng/ml; p=0,008) festzustellen (Abb. 8 und 9). Sowohl im Serum wie auch in
der peritonealen Lavageflissigkeit sanken die IL-6 — Spiegel innerhalb von 24 Stunden
nach CLP (hfd-Gruppe n=14; Kontrollgruppe n=23) bereits wieder. Hierbei fielen die IL-6 —
Werte der hfd-Gruppe 24h und 48h nach CLP starker ab als in der Kontrollgruppe. In der
peritonealen Lavageflussigkeit der Kontrollgruppe kam es nach 48h zu einem zweiten
signifikanten Anstieg des IL-6 — Spiegels (6,8 = 1,7 ng/ml; n=11 und 2,4 + 0,7 ng/ml; n=10;
p=0,044) und dieser erreichte signifikant hthere Werte als in der hfd-Gruppe zu diesem

Zeitpunkt.
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Abb. 8: Verlauf der IL-6 — Spiegel im Serum
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Abb. 9: Verlauf der IL-6 — Spiegel in der Peritoneallavage

3.3.2 Interleukin-1R

Bereits prainterventionell fanden wir in der hfd-Gruppe signifikant hdhere Serumspiegel
von Interleukin-1R (25,5 + 2,1 ng/ml; n=5; p=0,026) im Vergleich zur Kontrollgruppe (18,1 +
1,8 ng/ml; n=5) (Abb. 10). Sechs Stunden nach CLP waren die Serumwerte in der hfd-
Gruppe weiterhin signifikant erhéht (26,7 + 2,4 ng/ml; n=14; p=0,011) gegenuber der
Kontrollgruppe (19,9 +1,3 ng/ml; n=23). Nach 24 Stunden (hfd-Gruppe n=14;
Kontrollgruppe n=23) und 48 Stunden (hfd-Gruppe n=10; Kontrollgruppe n=11) bestand
kein statistisch signifikanter Unterschied mehr bezulglich der Hohe der Interleukin-113 —
Werte im Serum.

In der peritonealen Lavageflussigkeit war weder zum Zeitpunkt nach sechs Stunden (hfd-
Gruppe n=14; Kontrollgruppe n=19), nach 24 Stunden (hfd-Gruppe n=14; Kontrollgruppe
n=23), noch nach 48 Stunden (hfd-Gruppe n=10; Kontrollgruppe n=11) ein statistisch
signifikanter Unterschied in der H6he der IL-13 — Spiegel festzustellen (Abb. 11).
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Abb. 10: Verlauf der IL-18 — Spiegel im Serum
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Abb. 11: Verlauf der IL-13 — Spiegel in der Peritoneallavage

3.3.3 Tumornekrosefaktor-a

Die Messung des Tumornekrosefaktors (TNF)-a im Serum ergab fur beide
Versuchsgruppen einen Anstieg sechs Stunden nach CLP (hfd-Gruppe n=14;
Kontrollgruppe n=19) (Abb. 12). In der Kontrollgruppe fiel der Anstieg statistisch signifikant
aus (3,2 = 0,6 ng/ml; p=0,006). Die Serumspiegel von TNF-a stiegen nach 24 Stunden in
der Kontrollgruppe (4,2 + 1,0 ng/ml; n=23; p=0,008) gegeniiber der hfd-Gruppe (1,3 £ 0,1
ng/ml; n=14) weiter deutlich und statistisch signifikant an. Der Trend setzte sich in der
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Kontrollgruppe (5,7 = 0,9 ng/ml; n=11; p=0,023) auch nach 48 Stunden gegentiber der hfd-
Gruppe (3,0 £ 0,7 ng/ml; n=10) fort, in der deutlich niedrigere Werte zu verzeichnen waren.
Dariiber hinaus zeigten sich zum Zeitpunkt 24 Stunden nach CLP in der peritonealen
Lavageflussigkeit der Kontrollgruppe (0,9 + 0,2 ng/ml; n=23; p=0,007) einen signifikanten
Anstieg von TNF-a im Vergleich mit der hfd-Gruppe (0,3 + 0,1 ng/ml; n=14) (Abb. 13). In
der peritonealen Lavageflissigkeit der hfd-Gruppe hingegen konnte im Verlauf der
untersuchten ersten 48 Stunden nach CLP keine Anderung festgestellt werden (6 Stunden:
n=14; 24 Stunden: n=14; 48 Stunden: n=10).
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Abb. 12: Verlauf der TNF-a — Spiegel im Serum

TNFa (Lavage)

2.0

_ ] hid
£ 1.51 [IH Kontrolle
2 *
= 1.0 ‘ ‘
LL
£ 05 T i - T

0 ] o

vorCLP i "Zan ' Ta8n |
nach CLP

Abb. 13: Verlauf der TNF-a — Spiegel in der Peritoneallavage

33



3.3.4 Monozyteninhibierendes Protein-2

Die Spiegel des Monozyteninhibierenden Proteins-2 (MIP-2) waren zum Zeitpunkt sechs
Stunden nach CLP in der Kontrollgruppe sowohl im Serum (1506 + 471 pg/ml; n=19;
p=0,045), wie auch in der peritonealen Lavageflissigkeit (1561 + 233 pg/ml; n=19;
p=0,003) im Vergleich zu den Werten der hfd-Gruppe im Serum (467 + 86 pg/ml; n=14)
und der peritonealen Lavageflussigkeit (658 + 125 pg/ml; n=14) signifikant erhéht (Abb. 14
und 15). Nach 24 Stunden lagen die Werte von MIP-2 im Serum in der Kontrollgruppe (727
+ 101 pg/ml; n=23) weiterhin Uber den Serumwerten der hfd-Gruppe (158 £ 40 pg/ml,
n=14). In der peritonealen Lavageflussigkeit war die Erhdhung der Werte der
Kontrollgruppe (1312 + 170 pg/ml; n=14; p=0,002) gegeniber denen der hfd-Gruppe (398
+ 206 ng/ml; n=14) auch statistisch signifikant ausgepragt. Zum Zeitpunkt der Messung 48
Stunden nach CLP wies die Kontrollgruppe im Serum (1181 + 572 pg/ml; n=11) weiterhin
h6here Werte von MIP-2 auf als die hfd-Gruppe (755 + 220 pg/ml; n=10). In der
peritonealen Lavageflussigkeit sanken die Spiegel des MIP-2 zum Zeitpunkt 48 Stunden
nach CLP, waren jedoch in der Kontrollgruppe (419 + 95 pg/ml; n=11) weiterhin gegentber
der hfd-Gruppe (78 £+ 12 pg/ml; n=10) erhght.
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Abb. 14: Verlauf der MIP-2 — Spiegel im Serum

34



MIP-2 (Lavage)

__ 3000 i
?En 20001 * Il Kontrolle
=¥ r *
N
o 1000 1 ‘——* i
: .
vorCLP = '6h * " 24nh ' 48nh
nach CLP

Abb. 15: Verlauf der MIP-2 — Spiegel in der Peritoneallavage

3.4 Leukozytenzahl und Leukozytenaktivierbarkeit

Um zu bestimmen, ob eine dauerhafte hochkalorische Erndhrung Einfluss auf das
Immunsystem durch Veranderung der Zahl von zirkulierenden oder in einen Infektherd
einwandernden Leukozyten hat, wurde die Zahl der Leukozyten im Blut und in der
peritonealen Lavageflussigkeit vor und nach CLP bestimmt. Es wurden auf3erdem die
Neutrophilen-Zellzahlen und der Spontane Oxidative Burst zur Objektivierung der
Leukozytenaktivierbarkeit untersucht.

3.4.1 Leukozyten

In der hfd-Gruppe war die Zahl der im Blut zirkulierenden Leukozyten bereits vor Induktion
der Sepsis im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (6,4 + 0,7 x 10°/ ml; n=5 und
4,0 +0,5 x 10°/ ml; n=5; p=0,032) (Abb. 16). Die Zahl der Leukozyten im Blut sank sechs
Stunden nach CLP (5,1 + 0,5 x 10°/ ml; n=10). In der Kontrollgruppe kam es zu keinen
signifikanten Veranderungen zu den Zeitpunkten sechs Stunden (n=15), 24 Stunden (n=5)
und 48 Stunden (n=5) nach Induktion der Sepsis.

Intraperitoneal, am Entziindungsherd, war sechs Stunden nach CLP in beiden Gruppen
ein signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl festzustellen (hfd-Gruppe: n=10, p=0,048;
Kontrollgruppe: n=15, p=0,009), der in der hfd-Gruppe zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
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Induktion der Sepsis noch deutlicher ausfiel (2,8 + 0,2 x 10° / ml; n=5; p=0,003) und
signifikant hoher lag (p=0,034), als die Leukozytenzahl in der peritonealen
Lavagefliissigkeit der Tiere der Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt (1,5 + 0,4 x 10° / ml,
n=5) (Abb. 17). 48 Stunden nach CLP waren die Leukozytenzahlen in der peritonealen
Lavagefliissigkeit der hfd-Gruppe (1,9 + 0,03 x 10°/ ml; n=4) auf das Niveau der
Kontrollgruppe gesunken (1,6 + 0,3 x 10° / ml; n=8).
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Abb. 16: Verlauf der Leukozytenzahl im Blut
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Abb. 17: Verlauf der Leukozytenzahl in der Peritoneallavage
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3.4.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten stellen mit 60-70% die gré3te Untergruppe der Leukozyten und
gehoren zur ersten Reihe der Immunabwehr gegen bakterielle Infektionen (37). Es wurde
untersucht, ob neutrophile Granulozyten einen Einfluss auf die verbesserte
Uberlebensrate der hfd-Gruppe haben. Die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Serum
in der hfd-Gruppe war vor Induktion der Sepsis signifikant hoher (0,20 + 0,06 x 10° / ml;
n=5; p=0,011) als in der Kontrollgruppe (0,03 + 0,01 x 10°/ ml; n=5) (Abb. 18). In der
peritonealen Lavageflussigkeit konnten vor CLP in keiner Gruppe neutrophile
Granulozyten nachgewiesen werden (n=5 je Gruppe) (Abb. 19). Die Neutrophilenzahl im
Serum der hfd-Gruppe erreichte nach 24 Stunden signifikant hhere Werte (2,0 + 0,2 x 10°
/ ml; n=14; p=0,0003) als die Kontrollgruppe (0.8 + 0,2 x 10°/ ml; n=14). Nach 48 Stunden
sank die Neutrophilenzahl im Serum beider Gruppen ab (hfd-Gruppe: 0,3 + 0,1 x 10%/ mi;
n=5 und Kontrollgruppe: 0,2 + 0,1 x 10°/ ml; n=5), blieb aber erhéht im Vergleich zu pra-
CLP. Ebenso wie im Serum fiel auch der Anstieg der Neutrophilenzahl in der peritonealen
Lavageflussigkeit der hfd-Gruppe zum Zeitpunkt nach 24 Stunden signifikant héher aus
(3,4 £ 0,7 x 10°/ ml; n=14; p=0,017) als in der Kontrollgruppe (0,9 + 0,2 x 10°/ ml; n=14;
p=0,001) (Abb. 20). Analog zum Verlauf der Neutrophilenzahl im Serum fiel auch die Zahl
der Neutrophilen in der peritonealen Lavageflissigkeit der hfd-Gruppe

(0,8 £ 0,3 x 10° / ml; n=7) und der Kontrollgruppe (0,6 + 0,2 x 10° / ml; n=9) nach 48
Stunden ab, war aber noch erhéht im Vergleich zu den Ausgangswerten.
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Abb. 18: Verlauf der Neutrophilenzahl im Blut
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Abb. 19: Verlauf der Neutrophilenzahl in der Peritoneallavage

Wir untersuchten weiterhin die Aktivierung und Funktionalitéat der neutrophilen
Granulozyten. Das Oberflachenprotein CD11b wird von einer Vielzahl von Leukozyten,
darunter Monozyten, Neutrophilen, Naturlichen Killerzellen, Granulozyten und
Makrophagen exprimiert. CD11b reguliert die Leukozytenadhésion und -migration im
Rahmen der Entziindungsreaktion, sowie Funktionen des Komplementsystems, der
Chemotaxis und Phagozytose. Zu den Zeitpunkten 24 Stunden (n=14 je Gruppe) und 48
Stunden (n=5 je Gruppe) nach CLP war ein Anstieg der Expression von CD11b sowohl im
Blut, wie auch in der peritonealen Lavageflissigkeit beider Gruppen zu beobachten.

Jedoch bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

3.4.3 Oxidativer Burst

Die Aktivitat des Oxidativen Burst von neutrophilen Granulozyten, die aus Serum und
peritonealer Lavageflissigkeit beider Gruppen isoliert wurden, zeigte 24 Stunden nach
Induktion der Sepsis einen deutliche Anstieg sowohl in der hfd-Gruppe (295 + 22 MFI; n=5
vS. 447 + 23; n=14; p=0,002) als auch in der Kontrollgruppe (341 + 15 MFI vs. 447 + 16
MFI; n=14; p=0,002) (Abb. 20 und 21). Nach 48 Stunden erhdhte sich die Aktivitat des
Oxidativen Burst in der hfd-Gruppe (515 + 94 MFI; n=5) und der Kontrollgruppe (625 + 79
MFI; n=5) weiter. Jedoch gab es zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied in der Aktivitat

des Oxidativen Burst in den beiden Gruppen. Die neutrophilen Granulozyten aus der
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peritonealen Lavageflissigkeit der hfd-Gruppe zeigten ein leichte Erh6hung der Aktivitat
des Oxidativen Burst 24 bis 48 Stunden nach CLP (517 + 15 MFI; n=14 vs. 606 + 73 MFI;
n=5), wahrend die Erh6hung der Aktivitat des Oxidativen Burst bei der Kontrollgruppe
signifikant héher war (703 £ 64 MFI; n=14 vs. 570 + 17 MFI; n=5; p=0,026). Nach
Stimulation mittels Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin konnte in keiner der beiden
Gruppen eine weitere Zunahme der Aktivitat der neutrophilen Granulozyten, weder im Blut,
noch in der Lavageflissigkeit zum Zeitpunkt 24 Stunden (n=14 je Gruppe) und 48 Stunden
(n=5 je Gruppe) nach CLP festgestellt werden.
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Abb. 21: Verlauf der mittleren Floureszenzintensitat in der Peritoneallavage
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3.5 Hamoglobingehalt und Thrombozytenzahl

Fur den Hamoglobingehalt, den Hamatokrit (Abb. 22) und die Thrombozytenzahl zeigte
sich in beiden Gruppen zu keinem beobachteten Zeitpunkt nach CLP (sechs Stunden

(n=10), 24 Stunden (n=8) und 48 Stunden (n=5)) eine Veranderung.
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Abb. 22: Verlauf von Hadmoglobingehalt und Hamatokrit

3.6 Einfluss der high fat diet auf das zellulare Immunsystem

Wir untersuchten ferner Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in der Auspragung
verschiedener T-Zellsubtypen am Ort des Entziindungsherdes vor und 24 Stunden nach
Induktion der Sepsis. Hierbei zeigte sich, dass sich die Zahl der CD4-T-Zellen in der

peritonealen Lavageflissigkeit beider Versuchsgruppen vor CLP (n=5 je Gruppe) und 24

Stunden nach Intervention (hfd-Gruppe: n=9, Kontrollgruppe n=10) nicht unterschied (Abb.
23).
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Abb. 23: Verlauf der CD4-T-Zellzahl in der Peritoneallavage
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Jedoch liel sich bereits vor CLP eine signifikant hdhere Zahl an yd-T-Zellen bei der hfd-
Gruppe (5,6 + 1,2 x 10°/ ml; n=5; p=0,041) im Vergleich zur Kontrollgruppe 1,7 + 0,5 x 10°
/ ml; n=5) feststellen (Abb. 24). 24 Stunden nach Induktion der Sepsis zeigte sich in der
hfd-Gruppe bei der Zahl der y5-T-Zellen keine Veranderung (5,8 + 1,5 x 10° / ml; n=9),
wahrend in der Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt die Zellzahl leicht anstieg (3,4 £ 0,5 x
10°% / ml; n=10).
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Abb. 24: Verlauf der yd-T-Zellzahl in der Peritoneallavage

Bei der Untersuchung der Zahl der Natirlichen Killerzellen (NK) stellten wir in der hfd-
Gruppe vor Induktion der Sepsis in der peritonealen Lavageflissigkeit eine signifikante
Erhéhung (11,4 + 3,2 x 10° / ml; n=5; p=0,023) im Vergleich zur Kontrollgruppe (3,0 + 0,7 x
10°/ ml; n=5) fest (Abb. 25). Zum Zeitpunkt der Untersuchung 24 Stunden nach CLP
zeigte sich in der hfd-Gruppe eine Verminderung der Zellzahl (4,9 + 0,7 x 10°/ ml; n=9),
wohingegen in der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg in der Zahl der NK-Zellen in der
peritonealen Lavageflissigkeit festzustellen war (9,9 + 1,6 x 10°/ ml; n=10; p=0,018).

Somit lag in der Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt eine deutlich hdhere Zellzahl vor.
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Abb. 25: Verlauf der Naturlichen Killerzellen (NK) Zellzahl in der Peritoneallavage
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3.7 Histopathologische Untersuchungen

Leber und Lunge der Tiere der hfd-Gruppe zeigten vor Durchfiihrung der CLP den Beginn
einer geringgradigen fettigen Degeneration. Sechs Stunden nach CLP liel3 sich bei keiner
der beiden Versuchsgruppen in den Lungen der Nachweis eines entzundlichen Prozesses
erbringen. 24 Stunden und 48 Stunden nach Induktion der Sepsis zeigte sich allerdings in
der Kontrollgruppe sowohl ein alveolares Odem, wie auch deutlich mehr
Alveolarmakrophagen, als im Vergleich zur hfd-Gruppe. In der Untersuchung der Leber

lieRen sich jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen feststellen.
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4. Diskussion

4.1 Einfluss von Adipositas auf das Uberleben in der Sepsis

Bisher war der Zusammenhang zwischen Ubergewicht beziehungsweise Adipositas und
dem Outcome kritisch kranker Patienten unklar und die aktuelle Studienlage bietet
widerspruchliche Ergebnisse. Einerseits wird Adipositas als ein unabhangiger Risikofaktor
bezuglich der Mortalitat bei Sepsis gewertet (83-85), andere Studien zeigen jedoch eine
Reduktion der Sterblichkeit (25,86) oder auch das Fehlen eines Zusammenhangs (87).
Adipositas scheint zu einer verminderten zellularen Immunantwort und einer reduzierten
Fahigkeit zur intrazellularen Abtétung von Bakerien zu fihren (88) und mit einer
verminderten Aktivitat der NK-Zellen assoziiert zu sein (89). Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen demonstrierten jedoch Mica et al. (90), dass bei polytraumatisierten Patienten
ein BMI zwischen 25-30 bzw. Gber 30 mit einer signifikant geringeren Inzidenz an dem
Trauma folgenden septischen Erkrankungen assoziiert war, als in der Patientengruppe mit
einem BMI unter 25. Die Datenlage lasst darauf schliel3en, dass die Notwendigkeit
besteht, zwischem dem klinischen Grad der Adipositas und der daraus folgenden
Auswirkung auf das Immunsystem zu differenzieren. Eine erstgradige Adipositas ohne die
klassischen, bei héhergradiger Adipositas vorliegenden Begleiterkrankungen, scheint
einen protektiven Einflu® auf die Immunantwort in einer Sepsis zu besitzen, wie die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen. Dies kdnnte durch die bestehende adipositasbedingte
Hyperleptinamie und deren Einfluss auf das zellulare Immunsystem verursacht werden.
Bei Vorliegen einer héhergradigen Adipositas ist die Immunfunktion jedoch durch eine
reduzierte Immunzellfunktion beeintrachtigt (91) und bestehende Komorbiditaten fihren zu
einer erhdhten Rate an Endorganschaden und zu erhdhter Mortalitat.

In diesem murinen Versuchsmodell wurde durch Ftterung einer hochkalorischen Diat
tiber 12 Wochen ein Ubergewicht erzeugt, das mit einer Adipositas Grad | beim Menschen
vergleichbar ist. In den histologischen Préparaten der hfd-Gruppe fanden sich nach CLP-
induzierter Sepsis, abgesehen von einer beginnenden fettigen Degeneration der Leber
und der Lunge, keine Hinweise auf das Vorliegen hdhergradiger Organeinschrankungen.
Somit konnte gezeigt werden, dass eine geringgradige Adipositas einen Uberlebensvorteil

in der Sepsis bietet.
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Ein zu den Ergebnissen dieser Arbeit kontrares Ergebnis zeigten Kaplan et al., die
demonstrierten, dass eine kurzeitige hochkalorische Diat Uber einen Zeitraum von nur drei
Wochen, gefolgt von einer CLP-induzierten Sepsis mit einer geringeren Uberlebensrate im
Vergleich zur Kontrollgruppe einhergeht (92). In der genannten Studie erreichten die
Versuchstiere der hfd-Gruppe jedoch wahrend der kurz andauernden hochkalorischen
Futterung nur ein geringflgig hoheres Gewicht als die Tiere der Kontrollgruppe. Einer
Gewichtserh6hung von weniger als 10% gegeniber der Kontrollgruppe steht in der
vorliegenden Studie ein um etwa 25% hdheres Gewicht der Studiengruppe gegentber.
Kim et al. zeigten, dass eine hochkalorische Ernahrung im Mausmodell zu einer Anderung
der darmeigenen mikrobiellen Flora fuhrt und durch die Erhéhung von Endotoxinspiegeln
im Darmlumen die Entziindungsreaktion verstarken kann (93). Eine erhéhte
Sterblichkeitsrate in der hfd-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ware als Konsequenz
zu erwarten. Es zeigte sich jedoch hinsichtlich der Mortalitat das Gegenteil. Eine
unterschiedliche Bakterienlast in den beiden Versuchsgruppen konnte zum Zeitpunkt 24
Stunden nach CLP nicht festgestellt werden. Auch in der oben bereits erwahnten Studie
von Kaplan et al. konnte nach high fat diet tGber einen kirzeren Zeitraum keine
unterschiedliche Bakterienlast zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und der
Studiengruppe festgestellt werden (92).

Als mogliches weiteres Kriterium fiir das bessere Uberleben in der hfd-Gruppe kommt die
GroRRe des Z6kums in Betracht. Im Vergleich zum Operationssitus der Tiere der
Kontrollgruppe erschien das Zokum der Tiere der hfd-Gruppe bei der Praparation im
Rahmen der Zokalen Ligatur und Punktion durchgehend kleiner. Die entstehende
Nekroseflache nach Ligatur und Punktion war somit geringer und hatte moglicherweise zu
einer weniger ernsthaften Entziindungsreaktion flihren kdnnen. Makroskopisch jedoch
stellte sich das Zokum beider Gruppen hinsichtlich Gewebsschwellung, Nekrose,
Abszessformation und Beteiligung des Peritoneums ahnlich dar. Auch in Zusammenschau
mit den gemessenen Interleukin-6 — Serumspiegeln als Marker der durch die CLP
induzierten proinflammatorischen Reaktion und einer gleich hohen bakteriellen Belastung
im Peritoneum gehen wir davon aus, dass die Schwere der induzierten

Entziindungsreaktion in beiden Gruppen vergleichbar ist.
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4.2 Verlauf der Leptin-Spiegel vor und nach CLP

Leptin wird Uberwiegend von Adipozyten segregiert und spielt eine Rolle bei der
Regulation der Immunantwort (94). Diese Arbeit konnte zeigen, dass bei einer
geringgradigen Adipositas bereits erhdhte systemische Leptinspiegel bestehen. Nach
Induktion der Sepsis kam es zu weiteren signifikanten Erhohungen der Leptinspiegel, die
vermutlich fur das verbesserte Outcome in der Sepsis verantwortlich sind.

Als Reaktion auf eine intraperitoneale Lipopolysaccharid-Injektion wurden im Mausversuch
ebenfalls erhéhte Leptinspiegel festgestellt (96). Erwachsene Patienten, die an einer
Sepsis leiden, zeigten in Untersuchungen hdhere Leptinspiegel als gesunde Kontroll-
personen (96). In ihrem CLP-Modell an Mausen, die einer kurzfristigen high fat diet unter-
zogen wurden stellten Kaplan et al. sowohl in der Kontroll-, wie auch in der hfd-Gruppe
eine Erhdéhung der Leptin-Plasmaspiegel nach Sepsisinduktion fest (92).

Das Unvermdgen der normalgewichtigen Tiere der Kontrollgruppe, nach Induktion der
Sepsis den kérpereigenen Leptinspiegel zu erhdhen, ging in unserer Studie mit einer
schwerwiegenden Hypothermie einher. Fieber ist eines der Hauptsymptome einer Sepsis
und verbessert die Funktion einer gro3en Zahl an Immunzellen. Die fehlende Mdglichkeit
die Korpertemperatur zu erhdhen ist, wie auch eine Hypothermie, mit einem schlechteren
Uberleben in der Sepsis behaftet (97,98). Sowohl Interleukin-6 wie auch TNF-a fiihren bei
einer Sepsis zu einer Erhéhung der Kérpertemperatur. Eine Hypothermie geht jedoch nicht
mit erniedrigten Spiegeln dieser Zytokine einher (98). Da sich in der vorliegenden Studie
die Spiegel von Interleukin-6 und TNF-a im Serum und der peritonealen Lavageflissigkeit
zum frihen Untersuchungszeitpunkt nach sechs Stunden zwischen den beiden Versuchs-
gruppen nicht unterschieden, lasst folgern, dass die Interleukine IL-6 und TNF-a nicht der
Hauptmediator fur die Entstehung einer Hypothermie sind. Es ist jedoch bekannt, dass
Leptin via IL-1 die Kérpertemperatur reguliert (99). Am Beispiel von Leptin-defizienten
ob/ob-M&ausen konnte demonstriert werden, dass ein Fehlen von Leptin zu einer
Hypothermie fiihrt (42) und Leptinmangelzustande mit einem erhéhten Infektionsrisiko
vergesellschaftet sind (100). Die Substitution von Leptin flhrt bei Leptin-defizienten ob/ob-
Mausen zu einer Erh6hung der Korpertemperatur (101). Somit ist das Unvermdgen, den
Leptinspiegel im Korper im Falle einer akuten Inflammation zu erhéhen und damit die
Korpertemperatur zu steigern eine mogliche Erklarung fur das Vorliegen der Hypothermie
in der Kontrollgruppe wahrend der Sepsis. In einer weiteren Studie konnten Siegl et al.
zeigen, dass die Substitution von Leptin in der Kontrollgruppe nach Sepsisinduktion die

vormals festgestellte Hypothermie signifikant abmildert (102).
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4.3 Einfluld der Adipositas auf die proinflammatorischen Immunantwort nach CLP

Sepsis fuhrt zu einer proinflammatorischen Immunantwort. Diese kann aber, je nach
Schweregrad, zu einem unkontrollierten und Uberschiel3enden Zytokinsturm fihren und in
der Folge fur Organschaden und Mortalitat verantwortlich sein (103). Interleukin-113 und
TNF-a sind dabei wichtige Mediatoren (104). Hohe TNF-a — Spiegel sind mit h6heren
Raten an Organdysfunktion, Zellnekrosen und erhdhter Letalitat vergesellschaftet (105).
In der hier vorliegenden Studie entwickelte die Kontrollgruppe eine ausgepragtere
proinflammatorische Immunreaktion. Vergleichbare Ergebnisse zeigt die bereits zitierte
Studie von Kaplan et al. (92). Desweiteren kam es in der hier untersuchten Kontrollgruppe
nach 48 Stunden zu einem erneuten Anstieg der Inflammation.

Verminderte Serumspiegel von TNF-a im Vergleich zur normalgewichtigen Kontrollgruppe
wurden von Amar et al. bei Mausen mit ernahrungsbedingter Adipositas sowohl bei
chronischer bakterieller Infektion, wie auch nach intravendser Injektion des Bakteriums
Porphyromonas gingivalis nachgewiesen. AuRerdem fiihrte die ex vivo-Stimulation von
peritonealen Makrophagen mit Porphyromonas gingivalis zu einer erhéhten Expression
des NF-kB — Gens der Makrophagen, jedoch aber zu erniedrigten Spiegeln von TNF-a und
IL-6 in der Makrophagenkultur der adipésen Studiengruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (106).

In den Versuchen dieser Arbeit, wie auch in den genannten Studien, flhrte die Adipositas
der Studiengruppe zu einer geringer ausgepragten und zeitlich begrenzten
proinflammatorischen Immunreaktion nach Induktion der Sepsis. Den hier beobachteten
frihen, aber zeitlich limitierten Anstieg der proinflammatorischen Zytokine in der hfd-
Gruppe lasst sich auf die Adipositas-assoziierte Hyperleptindmie in dieser Gruppe
zuruckfuhren.

Takahashi et al. wiesen nach, dass Leptin einen protektiven Effekt, beispielsweise im
Rahmen einer systemischen proinflammatorischen Reaktion, gegenuber der Wirkung von
TNF-a aufweist (107). Dies bestatigt die Beobachtung einer verminderten TNF-a —
Ausschuttung unter high fat diet in dieser Studie.

Takahashi et al. beschrieben aul3erdem eine mogliche Hemmwirkung von durch TNF-a
aktiviertem Leptin auf die proinflammatorische Entziindungskaskade, wodurch deren
potenziell schadliche Einwirkung auf den Organismus begrenzt wird (107).

Amar et al. schlussfolgerten, dass Diat-induzierte Adipositas zu einer Dysregulation der

auf die proinflammatorische Immunantwort folgende antiinflammatorischen Reaktion fihrt,
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und es auf diese Weise zu einer Verdnderung des gesamten pro- und
antiinflammatorischen Netzwerkes kommt (106). Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen
wie die zitierten Studien von Takahashi et al. und Amar et al. fir eine Abschwéachung der
proinflammatorischen Reaktion durch eine Adipositas-induzierte Hyperleptindmie, wodurch
eine Uberreaktion im Sinne eines Zytokinsturms verhindert wird. Die gesamte
Immunantwort scheint hierbei zu Gunsten der antiinflammatorischen Reaktion verandert.
Es ergibt sich daher die Folgerung, dass Leptin bei der Regulation der Dauer und der

Starke einer Immunreaktion eine Schliisselrolle zukommt.

4.4 Leukozytenzahl und Leukozytenaktivierbarkeit

Beim Menschen besteht eine positive Korrelation zwischen dem Korperfettanteil und der
Leukozytenzahl und Studien wiesen eine Mediation der Leukozytenzahl durch das von
Adipozyten freigesetzte Leptin nach (96). Neben einer Adipositas-induzierten Erhéhung
der Leukozyten- und Lymphozytenzahl zeigte sich auch die Phagozytoserate durch
Monozyten und Granulozyten und ebenso der Oxidative Burst erhoht (108).

In dieser Studie fanden wir Adipositas-assoziiert erh6hte Leukozytenzahlen bereits vor
Induktion einer Sepsis. Somit scheint bei diesem Grad der Adipositas eine Art
Voraktivierung des Immunsystems vorzuliegen ohne den Nachweis einer chronischen
Inflammation.

Leptin-Defizienz geht mit einer verringerten Lymphozytenzahl einher (109). Bei Leptin-
Rezeptor — defizienten (ob/ob) Mausen ist die Zahl der Natirlichen Killerzellen reduziert,
was Anhalt dafir liefert, dass Leptin direkten Einfluss auf die Entwicklung und Aktivierung
von NK-Zellen hat (110).

Neutrophile Granulozyten sind entscheidend fur die Immunantwort bei einer bakteriellen
Infektion, da die Ausbreitung der Erreger in den Kreislauf durch diese Zellen unterbunden
wird. Jedoch kann die Aktivitat der neutrophilen Granulozyten mittels der durch sie
freigesetzten Mediatoren und die folgenden pathophysiologischen Veranderungen zu
Gewebeschadigung und bis zum Multiorganversagen fuhren (111). Ein Mangel an diesen
Abwehrzellen geht mit einem schwereren Verlauf bakerieller Infektionen einher (112).
Craciun et al. konnten demonstrieren, dass die frihzeitige Erh6hung der Neutrophilenzahl
am Ort der Infektion bei einer Sepsis hingegen zu einer verbesserten Uberlebensrate fiihrt
(123).
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Bereits vor Induktion der Sepsis wurde eine signifikant hthere Leukozytenzahl im Serum
der hfd-Gruppe nachgewiesen, ebenso war die Zahl der neutrophilen Granulozyten vor
Zokaler Ligatur und Punktion gegeniber der Kontrollgruppe signifikant erhoht. Wahrend
sich die Leukozytenzahl im Serum im weiteren Verlauf zwischen der Studiengruppe und
der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschied, zeigte sich im Serum der hfd-Gruppe nach
24 Stunden eine signifikant hohere Neutrophilenzahl als in der Kontrollgruppe. Auch in der
peritonealen Lavageflissigkeit zeigten sich 24 Stunden nach Sepsisinduktion signifikant
hohere Leukozyten- und Neutrophilen-Zellzahlen als in der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse
dieser Arbeit stehen in Einklang mit den angefiihrten Studien, die einen Zusammenhang
zwischen Adipositas, relativer Hyperleptinamie und erhohter Leukozytenzahl herstellten.
Eine hohere Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a kann sich hemmend auf
die Migration der neutrophilen Granulozyten an den Ort der Infektion auswirken (114,115).
Dies bestatigt die Ergebnisse dieser Arbeit die Kontrollgruppe betreffend: Erhdhte Spiegel
von TNF-a in Serum und Lavageflissigkeit gehen in der Kontrollgruppe bei der
bestehenden relativen Hypoleptinamie im Vergleich zur hfd-Gruppe mit erniedrigten
Leukozyten- und Neutrophilen-Zellzahlen einher. In der hfd-Gruppe jedoch ermdéglichen
erhdhte Leptinspiegel, die als Lockstoff fir neutrophile Granulozyten wirken, bereits zu
einem friihen Zeitpunkt und mit héherer Effektivitat neutrophile Granulozyten in das
Peritoneum und somit an den Ort der Entziindung zu rekrutieren. Zusatzlich ist der
hemmende Einfluss hoher TNF-a — Spiegel auf diesen Vorgang weniger stark ausgepragt.
Die adipositasbedingte Hyperleptinamie fuhrte zu einer erhéhten Zahl an neutrophilen
Granulozyten, Naturlichen Killerzellen und yd-T-Zellen.

Eine durch Adipositas verursachte Hyperleptinamie scheint somit die zelluléare
Immunantwort auf eine bakterielle Infektion zu verbessern. Durch eine erhdhte Zahl an
Leukozyten kommt es zu einer Art Voraktivierung des zellularen Immunsystems. Dieses
scheint im Falle einer Aktivierung dann auch schneller und effektiver die Infektion zu
bekampfen. Die so verbesserte Immunantwort und die geringeren Spiegel
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a lassen eine raschere und bessere lokale
Einddmmung der Erreger vermuten. Hierfur spricht die zeitlich begrenzte
proinflammatorische Reaktion, die in der hfd-Gruppe zu beobachten war. Eine
unkontrollierte und tberschiel3ende, generalisierte Immunantwort, in deren Folge es

vermehrt zum Multiorganversagen kommt, bleibt dadurch aus.
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4.5 Einfluss der high fat diet auf das zellulare Immunsytem

Niedrige Leptin-Spiegel gehen mit einer verminderten Lymphozytenproliferation und
geringer T-Helferzell-Zytokin-Produktion einher (116).

Eine beeintrachtigte Funktion des zellularen Immunsystems und erniedrigte Leptinspiegel
treten bei Menschen mit niedrigem Kdrpergewicht auf. Unterernahrung pradisponiert sogar
fur todlich verlaufende Infektionskrankheiten (31,92). Leptin beeinflusst die T-Zellantwort
und reguliert die Proliferation von naiven T-Zellen und T-Gedachtniszellen. Desweiteren
erhoht Leptin die Produktion der Th1-Zell-Zytokine und vermindert die Produktion der von
Th2-Zellen absorbierten Zytokinantwort. Die Substitution von Leptin reversierte im
Mausversuch die immunsuppressiven Auswirkungen akuten Fastens. Lord et al.
schlussfolgerten, dass Leptin als Bindeglied zwischen dem Ernahungsstatus eines
Individuums und der zellularen Immunfunktion fungiert (31).

Weitere Studien liefern Anhalt dafur, dass Leptin sowohl die T-Zellantwort hin zu einer
proinflammatorischen Thl-Zell — Reaktion verschiebt, als auch an sich nétig ist, um eine T-
Zell-vermittelte Immunreaktion zu stimulieren (117). Auch wird fur Fettgewebe, das
Strukturen des Immunsystems wie Thymus, Knochenmark oder Lymphknoten umgibt,
nicht mehr nur eine Schutz- oder Energiespeicherfunktion angenommen. Leptin als
Produkt dieses Fettgewebes ist notig fir die Aktivitat der T-Zellen und versetzt das
Immunsystem in die Lage, einen optimalen proinflammatorischen Bereitschaftszustand
aufrecht zu erhalten (31). Caspar-Bauguil et al. wiesen Naturliche Killerzellen und yd-T-
Zellen in Fettgewebe nach und konnten zeigen, dass ihre Zahl direkt auf der Hohe des
Leptinspiegels beruht (118,119). Auch geht Adipositas mit einer erhdhten Zahl an
Leukozyten- und Lymphozytensubpolulationen einher. Adipositas wird von einer erhéhten
Monozyten- und Granulozyten-Phagozytose, wie auch von einer erhghten Oxydativen-
Burst — Aktivitat begleitet (108).

Immunzellen, die bei einer bakteriellen Infektion als erste den Erreger bekdmpfen, sind
neutrophile Granulozyten, Natlrliche Killerzellen und y&-T-Zellen. yd-T-Zellen kénnen bei
einer Sepsis den Organschaden reduzieren und die Mortalitat senken (73).

Neben den im Verhaltnis zur Kontrollgruppe signifikant héheren Zahlen von neutrophilen
Granulozyten in Serum und peritonealer Lavageflussigkeit 24 Stunden nach Induktion der
Sepsis lief3en sich in der hfd-Gruppe bereits vor Induktion der Sepsis signifikant héhere
Zahlen an yd-T-Zellen und Naturlichen Killerzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe

nachweisen. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass eine Adipositas-induzierte
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Hyperleptinamie zu einer erhdhten Bereitschaft des zellularen Immunsystems fuhrt. Im
Falle einer Aktivierung ist dadurch eine schnellere und effektivere Immunantwort auf die
bakterielle Infektion ermdglicht und eine effektive Beseitigung der Erreger und ihrer Toxine
gelingt, bevor es zu einer Uberschielenden Immunreaktion mit Zytokinsturm und

nachfolgendem Organschaden und erhdhter Mortalitéat kommt.
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5. Zusammenfassung

Durch die Futterung einer hochkalorischen Diat Gber einen Zeitraum von 12 Wochen
entwickelten unsere Versuchstiere eine erstgradige Adipositas, die mit einer relativen

Hyperleptinamie einherging.

Adipositas war initial nicht nur mit héheren systemischen Leptinspiegeln verbunden,
sondern auch mit einer Erh6hung der peritonealen Zahl an Naturlichen Killerzellen (NK-
Zellen) und yd-T-Zellen, wahrend die Spiegel der proinflammatorischen Zytokine nicht
verandert waren. Somit scheint bei diesem Grad der Adipositas eine Art Voraktivierung des
Immunsystems vorzuliegen ohne den Nachweis einer chronischen Inflammation. In der
Sepsis zeigte sich in der high fat diet-Gruppe (hfd-Gruppe) eine signifikant héhere
Uberlebensrate nach Zokaler Ligatur und Punktion (CLP). Schein-operierte (Sham)-Tiere
beider Gruppen zeigten eine Uberlebensrate nach CLP von 100%. Wahrend die Tiere der
hfd-Gruppe nach CLP bei einer zusatzlichen Sepsis-induzierten Hyperleptinamie
normotherm blieben, traten in der Kotrollgruppe eine ausgepragte Hypothermie und
stagnierende Leptinspiegel auf. Das verbesserte Outcome der hfd-Gruppe war verbunden
mit einer verminderten und zeitlich begrenzten proinflammatorischen Zytokinantwort bei
gleichzeitig verbesserter zellularer Immunantwort, insbesondere bezlglich der Anzahl der

neutrophilen Granulozyten.

Somit konnte demonstriert werden, dass eine Adipositas ersten Grades bzw. eine

Adipositas-bedingte Hyperleptindmie sich wahrend einer Sepsis protektiv auswirkt.

Weiterfuhrende Studien an diesem murinen Sepsismodell konnten zeigen, dass dieser
positive Verlauf auch durch eine gezielte Leptinsubstitution bei normgewichtigen Tieren mit
niedrigeren Leptinspiegeln im Vergleich zu den Versuchtstieren in der hfd-Gruppe in der

Sepsis erreicht werden kann (102).

Klinische Studien zeigten bei erwachsenen Patienten die an einer Sepsis leiden erh6hte
Leptinspiegel im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (96). Eine Behandlung mit
Leptin in der Sepsis kdnnte somit einen vielversprechenden neuen Ansatz fur eine
personalisierte Sepsis-Therapie fur Patienten er6ffnen, die an einer relativen

Hypoleptindmie leiden und vergleichsweise niedrige Leptinspiegel aufweisen.
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