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,Eine neue wissenschaftliche Wabhrheit pflegt sich nicht in der Weise
durchzusetzen, dass ihre Gegner uberzeugt werden und sich als belehrt
erklaren, sondern vielmehr dadurch, dass ihre Gegner allmahlich aussterben

und dass die heranwachsende Generation von vornherein mit der Wahrheit
vertraut gemacht ist.”

Max Planck


http://de.wikiquote.org/wiki/Wahrheit
http://de.wikiquote.org/wiki/Aussterben

Meinem Vater in grol3er Dankbarkeit
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Sepsis ist eine Krankheitsentitat mit einer weiterhin hohen Morbiditat und
Mortalitdt in der Intensivmedizin. In den letzten zwei Jahrzehnten konnte ein
deutlich besseres Verstandnis fur die pathophysiologischen Ablaufe, die im
Zuge des septischen Geschehens auftreten, entwickelt werden. Dass es sich
hierbei um einen Prozess handelt, bei dem sich hyper- und
hypoinflammatorische Phasen mit jeweils verschiedenen Stérungen des
Organismus abwechseln, hat sich mittlerweile etabliert. In vielen Studien ist in
der Vergangenheit mit wenig Erfolg versucht worden, gezielt therapeutisch in
den Sepsisverlauf einzugreifen. Die Ursachen hierfur sind mannigfaltig und es
bedarf ohne Frage einer Vielzahl weiterer Untersuchungen, um effektive,
evidenzbasierte Therapiekonzepte zu entwickeln.

Im Verlauf der Sepsis kommt es zu einer massiven Ausschittung von
verschiedenen sowohl pro- als auch antiinflammatorischen Botenstoffen, die in
der jeweiligen Phase der Sepsis dominieren. Ihre genaue Interaktion und
Wirkung sind bisher nur wenig verstanden. Eine zentrale Rolle in der
Infektionsabwehr im Korper spielen, neben anderen Leukozyten, die
Monozyten, die als antigenprasentierende Zellen ein Bindeglied zwischen der
angeborenen, unspezifischen Immunantwort und der erworbenen, spezifischen
Immunantwort bilden. Neben der Phagozytose und Produktion von
Entzindungsmediatoren prasentieren sie den T-Helferzellen Uber das humane
Leukozytenantigen DR (HLA-DR) Bruchstiicke von Fremdstoffen, was deren
Aktivierung und konsekutiv die Aktivierung der spezifischen Immunantwort
induziert. Gleichzeitig spiegelt dieser Oberflachenmarker den Aktivierungsgrad
von Monozyten wider. Zur Bestimmung der Immunkompetenz eines Patienten
hat sich daher die Messung der Expression von HLA-DR auf der

Monozytenoberflache als eine Methode etabliert, da nachgewiesen werden
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konnte, dass es im Verlauf der Sepsis zu einer starken Herunterregulierung
dieses Oberflachenproteins kommt. Dies kann mit einer Storung der
immunologischen Kompetenz eines Patienten bis hin zur so genannten
Immunparalyse einhergehen. In der Vergangenheit konnte in verschiedenen
Studien gezeigt werden, dass der rekombinante humane Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor (rhGM-CSF) in der Lage ist, die im
Verlauf der Sepsis auftretende immunologische Dysfunktion von Monozyten
wieder aufzuheben und so die Phase der Immunparalyse zu verkirzen.
Messbar war dies an einer Hochregulation von HLA-DR und einer deutlich
gesteigerten leukozytaren Stimulationsfahigkeit ex vivo durch bakterielles
Endotoxin. Bisher ist dies allerdings nur in vitro oder im Rahmen von nur zum
Teil randomisierten und kontrollierten in vivo Studien mit kleinen Stichproben

septischer Intensivpatienten gezeigt worden.

Ziel der vorliegenden prospektiven, randomisierten, placebokontrollierten
Doppelblindstudie war es, zum einen den Einfluss von rhGM-CSF auf Faktoren
der humoralen Immunantwort wahrend der erworbenen Immunparalyse im
Zuge von schwerer Sepsis zu untersuchen und zum anderen, in welchem

Zusammenhang dies zur Wiederherstellung der zellularen Immunantwort steht.

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes, hoch spezifisches System, das der
Erhaltung der Individualstruktur aller hoheren Lebewesen dient. Dies erfolgt
durch Abwehr organismusfremder Stoffe sowie durch die kontinuierliche
Elimination von korpereigenen, strukturell oder funktional gestorten Zellen durch
die Organe des lymphatischen Systems, dessen Effektorzellen, zum Beispiel
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten, der Vermittlung der
Immunantwort dienen. Man differenziert die unspezifischen

Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems, das mit Hilfe von
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Epithelzellen, Phagozyten, natirlichen Killerzellen und Komplementfaktoren
eine rasche Initialreaktion vermittelt, von der gerichteten Abwehrreaktion des
erworbenen, adaptiven Immunsystems. Dieses erganzt, spezifiziert und
beschleunigt die durch das natlrliche Immunsystem begonnene Elimination von
kranken oder als fremd erkannten Strukturen mit Hilfe von Lymphozyten und
durch die von der B-Zell-Reihe synthetisierten pathogenspezifischen Antikorper.
Die Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, die auch als Antigen
prasentierende Zellen (APC) bezeichnet werden, erkennen mittels praformierter
Mustererkennungsrezeptoren (PRR: pattern-recognition receptors), die
zellstandig oder in l6slicher Form im Korper vorliegen, die fiur mikrobielle
Pathogene spezifischen und konstanten Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMP: pathogen-associated molecular patterns), wie zum Beispiel
Lipopolysaccharid (LPS), Lipoproteine oder Peptidoglykane. Die PRR dienen
der Opsonisierung von Pathogenen, der Induktion der Phagozytose und der
Aktivierung der Komplement- und Gerinnungskaskaden bzw. induzieren
Signaltransduktionen, die eine Entziindung oder den programmierten Zelltod
(Apoptose) zur Folge haben. Zu den PRR gehoren z.B. die Toll-ahnlichen
Rezeptoren (TLR: toll-like receptors), die u.a. von Monozyten/Makrophagen,
dendritischen Zellen und Granulozyten exprimiert werden, oder Scavenger-
Rezeptoren, die eine groBe Rolle bei der Phagozytose von mikrobiellen
Pathogenen spielen. Als Beispiele fir loésliche PRR waren u.a. das
Lipopolysaccarid-bindende Protein zu nennen, das mit Hilfe des auf
Makrophagen exprimierten CD 14 Rezeptors eine Endozytose des Pathogens
induziert, oder auch das in der Leber synthetisierte C-reaktive Protein, das an
die bakterielle Oberflache bindet und so wu.a. eine Aktivierung des
Komplementsystems auslost. Das Komplementsystem umfasst gut 30
verschiedene Plasmaproteine, die in einer selbst amplifizierenden
proteolytischen Kaskade in ihrer Wirkung eine grof3e Rolle bei Opsonisierung
und Lyse von mikrobiellen Pathogenen und der chemotaktischen Regulation

einer Entztiindung spielen. Der Vorteil der zwar in ihrer Struktur und Kompetenz
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starren PRRs ist die unmittelbare Verfugbarkeit, so dass einer mikrobiellen
Invasion in den Organismus ohne Verzégerung begegnet werden kann.

Im Gegensatz hierzu reagiert das erworbene, adaptive Immunsystem, dessen
Reaktion v.a. durch B- und T- Lymphozyten vermittelt wird, langsamer, daftr
jedoch hoch spezifisch. Die Antigenprasentation durch Makrophagen
gegenuber den Lymphozyten induziert wu.a. die Bildung von
pathogenspezifischen Antikorpern (AK) durch B-Lymphozyten, die eine gezielte
Bekampfung der Infektion erméglicht. Ein Teil dieser B-Lymphozyten wandelt
sich nach einer stattgehabten Infektion in Gedachtniszellen um, die bei einer
erneuten Exposition gegenuber dem gleichen Antigen eine wesentlich raschere
und gleichbleibend hochspezifische Abwehr erméglichen. Die T-Lymphozyten
als T-Helferzellen unterstitzen die Antikdrperbildung bzw. induzieren ihrerseits
als zytotoxische Zellen den Untergang von infizierten oder malignen Zellen. Die
gesamte Immunantwort wird durch eine grof3e Anzahl verschiedener Zytokine
orchestriert, die sowohl von den verschiedenen leukozytaren Zellpopulationen
als auch von den infizierten oder geschadigten Geweben als Botenstoffe
produziert werden. Zu diesen Zytokinen z&ahlen unter anderem Interleukine und
Interferone, die in einem komplexen Netzwerk die Aktivierung und den Effekt
der zellularen und humoralen Immunantwort steuern.

Als ein zentrales Bindeglied zwischen dem angeborenen und adaptiven
Immunsystem fungieren Monozyten/Makrophagen und dendritische Zellen, die
durch die MHC II (Major Histocompatability Complex Klasse Il) vermittelte
Prasentation von intrazellular prozessierten Antigenen T-Lymphozyten
stimulieren. Diese schutten in der Folge ihrerseits verschiedene chemotaktische
Botenstoffe aus bzw. treten in direkte Zell-zu-Zell-Kontakte ein, um so zum
einen B-Lymphozyten zu aktivieren und zur Antikorperproduktion anzuregen
und zum anderen dadurch die gesamte Immunantwort ihrerseits zu verstarken.
MHC-Klasse-Il Molekiule, wie z.B. HLA-DR, sind Glykoproteine, die auf
Oberflachen von Zellen mit antigenprasentierender Kapazitat exprimiert

werden. Nach rezeptorvermittelter Internalisierung oder Aufnahme durch
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Pinozytose und Prozessierung durch die Effektorzelle werden die MH-Klasse-II-
Komplexe mit kurzen Peptiden des Fremdantigens beladen und zur
Prasentation an die Zelloberflache gebracht, wo sie dann mit den CD4+ T-
Helferzellen in Kontakt treten (Hollander et al. 2006, Hayes et al. 2005, Nepom
et al. 2005, Horner et al. 2004, Hoflich et al. 2002).

1.3  Zytokine

Zytokine sind Botenstoffe, die im Organismus von jeder kernhaltigen Zelle
produziert werden. Neben den Hormonen und Neurotransmittern stellen
Zytokine die wichtigsten Kommunikationsmittel zwischen Zellen dar. lhre
Hauptaufgabe besteht in der Bereitstellung eines Signalnetzwerkes, das
unterschiedliche Effekte und Vorgange vermittelt. Dabei kbnnen Zytokine auf
die produzierende Zelle selbst (autokrin), auf benachbarte Zellen (parakrin) und
im gesamten Organismus (endokrin) wirken. Zytokine kénnen Wachstum,
Differenzierung und die individuelle Funktionen einer Zelle steuern.
Gewebeschadigungen fiihren zur Freisetzung chemotaktischer Zytokine, was
wesentlich zur Steuerung der Immunabwehr und Wundheilung beitragt.
Zytokine zeigen eine Redundanz in ihrem Wirkspektrum. So bedeutet der
Ausfall eines einzelnen Zytokins nicht zwangslaufig einen kompletten
Funktionsverlust des Netzwerkes (Hollander et al. 2006, Hayes et al. 2005).

Nachfolgend werden die fur die vorliegende Studie wichtigsten Zytokine kurz

vorgestellt.

Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF)

GM-CSF ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 20 bis 30
Kilodalton (kD). Es wird vor allem von Antigen-aktivierten T-Zellen und
Makrophagen gebildet und sezerniert. Urspringlich isoliert worden ist GM-CSF
als ein Faktor, der das Wachstum von Makrophagen- und Granulozytenkolonien
auf Agarplatten stimuliert (Hollander et al. 2006). Die biologische Wirkung ist
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aber wesentlich vielschichtiger und umfasst neben der Wirkung als
Wachstumsfaktor die Stimulation der immunologischen Effektorfunktionen von
Makrophagen und von Granulozyten durch Verbesserung der Phagozytose-
fahigkeit, der zellularen Zytotoxizitat und der Uberlebenszeit. GM-CSF fungiert
ferner als chemotaktischer Faktor fur Leukozyten und férdert deren Migration
und Adhasionsfahigkeit (Hamilton 2008, Rapoport et al. 1992, Chantry et al.
1990). Fur Patienten mit Sepsis und einem systemischen inflammatorischen
Reaktions-Syndrom (systemic inflammatory response syndrome, SIRS) konnte
in ex vivo Studien demonstriert werden, dass GM-CSF die Expression von HLA-
DR auf Monozyten und die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen
stimulieren kann (Rosenbloom et al. 2005, Flohé et al. 2003 und 1999, Williams
et al. 1998).

Die klinische Zulassung von GM-CSF beschrankt sich bisher auf den Einsatz in
der Onkologie und Hamatologie.

Tumor Nekrose Faktor Alpha (TNFa)

TNFa ist ein vielseitiges Zytokin, dessen Spektrum biologischer Funktionen fir
die Ausbildung und Unterhaltung einer adaquaten Entziindungsreaktion von
immenser Bedeutung ist (Hollander et al. 2006). Es wurde urspringlich als
Substanz identifiziert, die in der Lage war, hamorrhagische Nekrosen in
Tumoren zu induzieren. Das Zytokin in seiner biologisch aktiven Form hat eine
Grolke von 17,3 kD. Die Synthese erfolgt unter anderem in Leukozyten,
Mastzellen, Endothelzellen, Fibroblasten, aber vor allen Dingen in
Makrophagen (Hollander et al. 2006). Die Aktivierung der Synthese erfolgt als
Reaktion auf unterschiedliche biologische, physikalische und chemische
Stimuli. Eine besonders starke Produktion und Sekretion dieses
proinflammatorischen Mediators I6st die Exposition gegeniber LPS aus, was
unter anderem die Ursache fir die schwere Symptomatik bei gramnegativen
Infektionen erklart. Neben der entscheidenden Aufgabe als pro-

inflammatorisches Zytokin hat TNFa eine Reihe anderer Funktionen. So

10
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moduliert es z. B. die Differenzierung, das Wachstum sowie den Metabolismus
unterschiedlicher Zellen. Es fordert die Lipolyse und einen katabolen
Stoffwechsel. Im GefalRsystem bewirkt TNFa einen Tonusverlust und am
Myokard eine Abnahme der Inotropie. Die damit verbundene mdgliche
vaskulare Hypotonie und verminderte myokardiale Kontraktilitat reflektiert sich
in den klinischen Kardinalzeichen des septischen Schocks (Mdiller-Werdan
2005). In der Phase der septischen Immunparalyse ist demonstriert worden,
dass neben einer verminderten monozytaren HLA-DR-Expression auch eine
reduzierte Produktion von TNFa auf LPS-Stimulation besteht (Flohé 1999).
Daher kann die TNFa Synthesekapazitat als eine wichtiger Indikator fur die

immunologische Kompetenz fungieren (Kox et al. 2000).

Interleukin 10 (IL 10)

Interleukin 10 ist ein Peptid mit einer Grof3e von 17 bis 21 kD. Produziert wird
das Zytokin durch eine Reihe von Zellen, vornehmlich von CD4+ und CD8+ T-
Lymphozyten, aber auch von dendritischen Zellen, Makrophagen und B-
Lymphozyten. Die Produktion wird durch einen negativen Feedback-
Mechanismus und partiell durch Interleukin 4 inhibiert (de Waal Malefyt 1991).
Es hat vornehmlich antiinflammatorische Eigenschaften, die hauptsachlich
durch die Suppression der Bildung von proinflammatorischen Zytokinen
vermittelt wird (Hollander et al. 2006). Ferner wirkt IL 10 einschréankend auf die
Fahigkeit zur Antigenprasentation durch dendritische Zellen und Makrophagen,
indem es die Expression von Oberflachenproteinen wie HLA-DR vermindert
(Fumeaux et al. 2002). Somit kommt dem IL 10 eine komplexe Rolle in der

Pathogenese der Sepsis zu (Muller-Werdan 2005).

Interleukin 6 (IL 6)
Interleukin 6 ist ein Glykoprotein mit einer Grol3e von 21 bis 26 kD, das
vorwiegend proinflammatorische Eigenschaften aufweist. Die Wirkung wird

vermittelt durch die Induktion weiterer Entziindungsmediatoren und die

11
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Stimulation der Bildung von Akute-Phase-Proteinen sowie deren Freisetzung.
Die Produktion von IL 6 erfolgt in Monozyten und einer Vielzahl anderer Zellen.
Stimuliert werden Produktion und Sekretion durch verschiedene chemische
oder physikalische Reize wie die Exposition mit LPS, Gewebeschaden,
Hypoxie, durch andere proinflammatorische Zytokine wie IL 1 und TNFa sowie
durch IL 6 selbst. Dabei korreliert die HOhe des Plasmaspiegels mit der
Schwere der Erkrankung und der Prognose des Patienten (Muller-Werdan
2005). Da IL 6 schon in einem Zeitraum von zwei Stunden nach einem
adaquaten Stimulus ansteigt, auf Grund seiner kurzen Halbwertzeit innerhalb
von funf bis sechs Stunden wieder abféllt und auf einen erneuten Reiz wieder
restimulierbar ist (Hack et al. 1997), eignet es sich gut als Screeningparameter,
der seit einigen Jahren besonders in der Intensivmedizin etabliert ist. Gerade
als Verlaufsparameter bietet das IL 6 eine frihzeitigere und genauere
Abschatzung des Erkrankungsausmalles als beispielsweise das C-reaktive
Protein, das aufgrund seiner Halbwertszeit erst nach 24 bis 36 Stunden eine

Veranderung der Entziindungsaktivitat anzeigt.

C-Reaktives Protein (CRP)

Das CRP st eines der Kklassischen Akute-Phase-Proteine mit einem
Molekulargewicht von 115 kD. Seine Synthese in der Leber wird hauptsachlich
durch Interleukin 6 bewirkt. Das CRP hat die Fahigkeit, an ein breites Spektrum
von endogenen und exogenen Strukturen zu binden, und so eine Erkennung
und anschlielende Phagozytose durch Leukozyten zu fordern. An einen
Liganden gebunden, kann das CRP dber den klassischen Weg das
Komplementsystem aktivieren und die Opsonisierung von Antigenen
unterstitzen. Es wird als Reaktion auf einen Entziindungsreiz freigesetzt und
steigt wahrend einer akuten Infektion nach sechs Stunden an, mit einem
Maximum nach 48 Stunden (Wahl et al. 2003). Bei der Interpretation der
erhobenen Werte ist zu berilicksichtigen, dass eine Zu- oder Abnahme der

Entziindungsreaktion sich wegen der Halbwertzeit des Proteins von ein bis

12
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zwei Tagen erst mit einer Verzdgerung von bis zu 48 Stunden im Ergebnis
reflektiert (Wahl et. al. 2003).

Procalcitonin (PCT)

PCT ist das 13 kD schwere Prohormon des Calcitonins, das unter
physiologischen Bedingungen von den C-Zellen der Schilddriise gebildet wird.
Das Protein ist im Plasma stabil und wird quantitativ nicht zu Calcitonin
abgebaut. Procalcitonin wurde erstmals 1993 von Assicot als ein neuer
Parameter zur Diagnose und Verlaufsbeobachtung von bakteriellen Infektionen
beim Menschen beschrieben.

Unter normalen Bedingungen betragt die Procalcitonin-Serumkonzentration
< 0,1 ng/ml, im Gegensatz zu Konzentrationserhéhungen bis auf das 5000- bis
10000-fache bei schwerer Sepsis (Meisner et al. 1996, Gramm et al. 1995),
wahrend die Calcitonin-Konzentrationen im Plasma im Normbereich bleiben
(Assicot 1993). Die genauen biologischen Funktionen von Procalcitonin sind bis
heute nicht hinreichend aufgeklart. In Bezug auf den Ort der Bildung von PCT
scheint gesichert, dass es unter den Bedingungen einer schweren Entziindung
oder Sepsis von fast allen extrathyreoidalen Geweben gebildet werden kann,
wobei die Leber den grof3eren Teil zu produzieren scheint (Meisner et al. 2003).
Nach Induktion tritt es mit einer Latenz von vier Stunden im Plasma auf und
erreicht seine Maximalwerte nach acht bis 24 Stunden (Fraunberger 2007).
PCT eignet sich daher im Rahmen eines mehrgleisigen Immunmonitorings gut
als Diagnose- und Verlaufsmarker bei schweren bakteriellen Entziindungen

bzw. einer Sepsis.

1.4  Sepsis, SIRS und Immunparalyse

Seit der ersten modernen Klinisch-bakteriologischen Definition der Sepsis von
Schottmiller 1914 hat sich das Begriffsverstandnis in seiner Gesamtheit

grundlegend gewandelt, ohne jedoch an Klinischer Relevanz zu verlieren. Die

13
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auch heute noch gultigen Definitionen fur Sepsis beziehungsweise fir das
systemisch-inflammatorische Reaktionssyndrom (SIRS) gehen auf die
Konsenskonferenz des American College of Chest Physicians (ACCP) und der
Society of Critical Care Medicine (SCCM) von 1992 zurtick. Unter der Leitung
von Roger C. Bone wurden verschiedene nicht grundlegend definierte
Krankheitsbilder, wie zum Beispiel septischer Schock und Multiorganversagen,
die unter dem Begriff eines septischen Syndroms zusammengefasst wurden,
einheitlich definiert. Hiernach sind die Voraussetzungen fur ein SIRS erfullt,
wenn ein Patient mindestens zwei abnorme Veranderungen in den Bereichen
Korpertemperatur, Herz- und Atemfrequenz sowie Leukozytenzahl bietet. Die

folgende Tabelle fasst die genaue Definition zusammen:

Tab. 01: SIRS-Kriterien nach d. ACCP/SCCM Consensus Conference von 1992
Korpertemperatur Hyperthermie: >38°C oder Hypothermie: >36°C

Herzfrequenz Tachykardie: >90/Minute

Atemfrequenz Tachypnoe: >20/Minute oder paCO, <32 mmHg oder

kontrollierte Beatmung

Leukozytenanzahl Leukozytose: >12.000/mm?® oder Leukopenie: <4000/mm? oder

der Nachweis von >10% unreifer neutrophiler Granulozyten

Als auslésende Ursache fir ein SIRS kénnen verschiedene nicht infektiose
Krankheitsbilder, wie zum Beispiel schweres Trauma, Ischamie, Verbrennungen
oder aseptische Entziindungen, fungieren (Bone et al. 1992). Die folgende
Abbildung veranschaulicht die Beziehung zwischen Sepsis und SIRS:

14
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Abb. 01: Darstellung des Zusammenhangs von SIRS und Sepsis (modifiziert
nach Bone et al. 1992).

Eine Sepsis liegt nach den ACCP/SCCM-Kriterien dann vor, wenn ein SIRS mit
einer nachgewiesenen Infektion einhergeht. Fir eine schwere Sepsis muss
zusatzlich eine Organdysfunktion, wie z.B. Oligurie, Hypoperfusion oder
Hypotension, vorliegen. Zeichen einer Hypoperfusion sind Azidose, ein
Laktatanstieg oder eine gestdrte Bewusstseinslage des Patienten. Eine
septische Hypotension liegt vor, wenn der systolische Blutdruck unter 90 mmHg
oder um mehr als 40 mmHg vom Ausgangswert abféllt. Bestehen bei einer
Sepsis eine Hypotension, die trotz adaquater Volumensubstitution persistiert,
und Zeichen einer vorliegenden Perfusionsstorung bzw. Organdysfunktion, ist
der Patient im septischen Schock. Bone et al. definierten die Organdysfunktion
als einen Zustand, bei dem das Organ in seiner Funktion kompromittiert ist und
die Homdostase ohne intensivmedizinische Intervention nicht aufrecht erhalten
werden kann. Ein Multiorganversagen (MOV) liegt dann vor, wenn gleichzeitig
oder in rascher Folge mehrere lebenswichtige Organsysteme ausfallen. Die

nachstehende Tabelle fasst die jeweiligen Definitionen zusammen:
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Tab. 02: Zusammenfassung der ACCP/SCCM Definitionen fiir Sepsis und mit ihr

einhergehende Krankheitsbilder.

o Infektion: Inflammatorische Reaktion auf einen exogenen mikrobiellen Reiz oder
auf eine Translokation dieser Organismen in ein normalerweise steriles
Gewebe

e Sepsis: SIRS mit nachgewiesener Infektion

e Schwere Sepsis: Sepsis mit einhergehender Organdysfunktion und

Hypotension (RRsyst. <90 mmHg oder Abfall um >40 mmHg) oder
Hypoperfusion (klinische Zeichen: Azidose/Laktatanstieq)

e Septischer Schock: Sepsis mit, trotz adaquater Flissigkeitssubstitution,

persistierender Hypotension und Perfusions-/Organdysfunktion

e Organdysfunktion: Vorliegen einer oder mehrerer Organfunktionsstdérungen, die

eine Aufrechterhaltung des inneren Gleichgewichts ohne Intervention
unmaglich macht

e Multiorganversagen: Gleichzeitiger oder in rascher Folge auftretender Ausfall

von mehreren Organsystemen

Die Pathogenese der Sepsis umfasst einen komplexen Prozess aus einer
generalisierten zellularen Aktivierung durch mikrobielle Organismen oder ihrer
Stoffwechselprodukte, was die Ausschittung einer Vielzahl von pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren durch Makrophagen, dendritischen Zellen
und Granulozyten zur Folge hat (Adrie et al. 2000). Bei einer kontrollierten
Entzindung bleiben die pro- und antiinflammatorischen Mechanismen des
Immunsystems in einem ausgeglichenen Verhéltnis. Im Zuge der Sepsis jedoch
kommt es zunachst zu einem UberschieRen der proinflammatorischen Reaktion
auf die mikrobiologische Invasion, die von einer sich parallel entwickelnden
antiinflammatorischen Phase abgeldst wird. Roger C. Bone pragte in einem
1996 verdffentlichten Artikel zusatzlich zum SIRS die Begriffe des
kompensatorisch antiinflammatorischen Reaktionssyndroms (CARS) und des
gemischt antagonistischen Reaktionssyndroms (MARS), um das parallele

Vorliegen von Pro- und Antiinflammation im Verlauf der Sepsis zu betonen.
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Die exzessive Produktion von proinflammatorischen Botenstoffen, wie zum
Beispiel Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Interleukin (IL) 1B, hat in einem
komplexen Zusammenspiel von zellularer und humoraler Immunantwort, bei
dem auch eine enge Wechselwirkung der Entzindungsmediatorkaskade mit
dem  Gerinnungssystem besteht, die fur die Sepsis typischen
hamodynamischen Veranderungen zur Folge (Horner et al. 2004). Es kommt zu
einer mediatorinduzierten Vasodilatation und einer Endothelschadigung mit
gestorter Permeabilitdt im Sinne eines ,Capillary Leakage Syndroms®. Daraus
resultieren eine Stérung der Makro- und Mikrozirkulation mit konsekutiver
Gewebshypoxie und eine Schadigung von Organen und Geweben. Der
Organismus reagiert auf die Hypotension mit einer hyperdynamen
Kreislaufregulierung, was zu einem massiv gesteigerten Volumenbedarf fuhrt
(Cunnington et al. 2008). Zusatzlich zur Vasodilatation zeigt sich haufig eine
regionale oder auch globale kardiale Kontraktionsstorung als Folge einer
Myokarddepression, die aus einer mediator- und toxin-bedingten Schadigung
der Kardiomyozyten resultiert (Muller-Werdan et al. 2005). Die maximale
Auspragung dieses Zustands, bei dem die Kompensationskapazitat des
Korpers erschopft ist, ist der septische Schock.

Im Zuge der antiinflammatorischen Gegenregulation des Organismus
Uberwiegen, neben anderen Zytokinen, Mediatoren wie IL 10, IL 4 und
Transforming Growth Factor (TGF) B (Bone et al. 1997). Diese kann ihrerseits
so weit Ubersteuern, dass die Immunkompetenz des Patienten deutlich gestort
ist und ihn anfallig fir sekundare Infektionen macht. Diesen Zustand

bezeichneten Volk et al. als ,Immunparalyse” (Volk et al. 2000).
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Beginnder Sepsis

Dominierende Zytokine:
TNFa, IL1, IL6

l
NS \

HLA-DR auf Monozytenreduziert

Dominierende Zytokine:

IL10, TGFB, IL4

Abb. 02: Mdglicher Zeitverlauf der Immunantwort, modifiziert nach Wabhl et al. 2003.

Die grundlegenden Therapieprinzipien bei Sepsis bestehen aus zwei
wesentlichen Aspekten. Erstens gilt es, ohne Zeitverzug kalkuliert antibiotisch
zu behandeln, den Ursprung der Infektion zu finden und diesen umgehend zu
eliminieren bzw. chirurgisch zu sanieren. Zum Zweiten mussen die mit der
Sepsis einhergehenden kardiorespiratorischen und metabolischen Stérungen
intensivmedizinisch stabilisiert und in der Folge behoben werden. Wichtig ist
hierbei ein frihzeitiger, zielgerichteter Beginn der stabilisierenden MalRnhahmen,
die den aktuellen internationalen Richtlinien der ,Surviving Sepsis Campaign®
(Dellinger et al. 2008) entsprechen. Als die haufigste Lokalisation der
Primarinfektionsquellen konnten Vincent et al. in einer européischen
Multicenterstudie die Lunge (68%), das Abdomen (22%), blutkultureller
Erregernachweis (20%) und der Urogenitaltrakt (14%) identifizieren (Vincent et
al. 2006).

Pro Jahr erkranken in Deutschland circa 79.000 Einwohner (116/100.000) an
einer Sepsis. Weitere geschatzte 75.000 Einwohner (110/100.000) bieten das
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Bild einer schweren Sepsis und oder des septischen Schocks. Von diesen
154.000 Patienten jahrlich versterben etwa 60.000 (39%) an den Folgen dieser
Erkrankung (Engel et al. 2007). Im europdaischen Vergleich konnten Vincent und
Kollegen &hnlich hohe Zahlen in ihrer Multicenterstudie (SOAP-Studie) zeigen
(Vincent et al. 2006). So entwickeln auf europaischen Intensivstationen mehr
als 35% der Intensivpatienten im Verlauf ihres Aufenthalts eine Sepsis. Die
Intensivsterblichkeit bei einfacher Sepsis betrug 27%, um im Falle eines
septischen Schocks auf mehr als 50% zu steigen. Im Vergleich zu alteren
epidemiologischen Studien von Angus et al. 2001 in den USA und Bruin-
Buisson und Kollegen 1995 in Frankreich gibt es, trotz deutlicher Fortschritte in
den medizinischen Mdéglichkeiten und dem pathophysiologischen Verstandnis
von SIRS und Sepsis, beziglich der Morbiditat und Mortalitat kaum
Veréanderungen. Auch unter 6konomischen Gesichtspunkten nimmt die Sepsis
eine herausragende Stellung ein. Die in der Intensivmedizin entstehenden
Kosten machen einen groRen Anteil am Gesamtbudget eines Krankenhauses
aus. So betragen die Kosten flr einen septischen Intensivpatienten im
Durchschnitt € 1090 + 422 pro Tag (Moerer et al. 2007). Diese Zahlen zeigen,
dass die Sepsis auch weiterhin eine der grol3en medizinischen
Herausforderungen darstellt.

1.5 Immunmonitoring und Therapieanséatze

Im klinischen Alltag haben sich eine Reihe von Inflammations- und
Sepsismarkern zur Messung und Erfassung einer akuten Entzindungsreaktion
durchgesetzt. Am weitesten verbreitet ist das CRP, das zu den so genannten
Akute-Phase-Proteinen gehort und als Reaktion auf eine entzindliche Noxe
oder einen Gewebeschaden ausgeschuttet wird. Allerdings unterliegt es einer
langsamen Kinetik, so dass erst 48 Stunden nach Beginn einer Entziindung der
maximale Serumspiegel erreicht wird (Wahl et al. 2003). Somit eignet sich das

CRP nicht zur frihzeitigen Diagnose einer Sepsis. Das IL 6 hingegen steigt
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schon drei bis vier Stunden nach einem Antigenkontakt an, um dann im Verlauf
von 48 Stunden bei adaquater Therapie abzufallen. Daher kann es das
Zeitfenster bis zum Anstieg des CRP und anderer Akute-Phase-Proteine
schlielBen (Wahl et al. 2003).

Bedauerlicherweise sind sowohl das CRP als auch das IL6 sehr unspezifische
Marker in Bezug auf das Vorliegen einer Infektion, anders als das Procalcitonin,
das im Rahmen von bakteriellen Infektionen eine ahnlich ausgepragte und
frihzeitige Kinetik wie das IL 6 zeigt (Wahl et al.2003). Es ist im Falle einer
bakteriellen Infektion schon innerhalb von vier Stunden nachweisbar und

erreicht nach acht bis 24 Stunden ein Plateau (Fraunberger 2007).

Fur das funktionelle Monitoring des Immunstatus eines Patienten haben sich
Uber die vergangen zwei Jahrzehnte verschiedene Methoden etabliert. Die
Arbeitsgruppe um H.D. Volk in Berlin konnte zum Beispiel ab Mitte der
neunziger Jahre in verschiedenen Studien zeigen, dass bei septischen
Patienten eine reduzierte Expression von HLA-DR auf Monozyten mit einer
verminderten Immunantwort in einem pathophysiologischen Zusammenhang
steht und dieser Marker sinnvoll im Rahmen einer medizinischen Therapie
genutzt werden kann (Volk et al. 1996). Weitere Untersuchungen von Wolk und
Mitarbeitern aus dem Jahr 2000 zeigten ferner, dass Monozyten mit einer
reduzierten HLA-DR Expression in ihrer Fahigkeit der Antigenprasentation und
Stimulation von T-Helferzellen gestort sind. Weitere Ansétze sind das Messen
des sogenannten Respiratory Burst von Immunzellen (Hamilton et al. 2008,
Williams et al. 1998) und die ex vivo Vollblut-Stimulation mit Lipopolysaccharid
(LPS) und der anschliel3enden Bestimmung der maximalen TNFa-Ausschuttung
als Mal3 der Aktivierungsfahigkeit von Immunzellen (Ho6fling et al. 2002), wobei

Granulozyten und Monozyten die grof3te Rolle spielen.
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Als Konsequenz aus einem stetig wachsenden Verstandnis fir die
Pathophysiologie der Sepsis und einer deutlichen Verbesserung der
intensivmedizinischen Madoglichkeiten sind Uber die letzten 20 Jahre
konzeptionell verschiedene Interventionsstudien durchgeftihrt worden, die das
Ziel hatten, eine ,Magic Bullet® zu finden, welche die hohe Morbiditat und
Mortalitat von SIRS und Sepsis senken kann. Es ist unter anderem versucht
worden, durch die Gabe von Antitoxin die Wirkung von bakteriellen Endotoxinen
abzuschwéchen (McCloskey et al. 1994), mit der antiinflammatorischen
Wirkung von hoch dosierten Kortikosteroiden (Bone et al. 1997) eine positive
Wirkung zu erzielen, durch die Applikation von Antikérpern gegen Zytokine wie
zum Beispiel TNFa (Abraham et al. 1998) oder deren Rezeptoren (Opal et al.
1997) die Entzindungsreaktion zu modulieren oder mit der Gabe von
Antithrombin das in der Sepsis oft kompromittierte Gerinnungssystem wieder
auszubalancieren. Keine der durchgefiihrten Interventionen, obwohl zum Teil in
groRen Multicenterstudien untersucht, konnte eine wesentliche Reduktion der
Morbiditat und Mortalitdt erzielen. Als Erklarung kommen verschiedene
Ursachen in Betracht:

Viele dieser Therapieansatze basierten nur auf Vermutungen, die aus
Ergebnissen im Tiermodell und daraus resultierenden theoretischen Ansatzen
resultierten (Angus 2000). Sie zielten oftmals nur auf ein bestimmtes Glied in
der inflammatorischen Kaskade, ohne dass die komplexe Verschaltung und
Redundanz der verschiedenen Mediatoren und Zytokine in ihrer Gesamtheit
verstanden worden ist. J.-L. Vincent und Kollegen sahen im Jahr 2002 weitere
madgliche Grinde fur den ausbleibenden weitreichenden Erfolg unter anderem
in der zu grofRen Heterogenitat der Studienpopulationen im Hinblick auf Alter,
Co-Morbiditat und Ursache der Sepsis und der sie verursachenden Erreger.
Ferner bestehe eine weitere grol3e Schwierigkeit im ,Timing“ der Intervention,
was aus dem dynamischen Ablauf der Sepsis mit Pro- und Antiinflammation
resultiere, und so nicht jeder Patient zu jedem Zeitpunkt von einer bestimmten

Therapie profitiere. Daraus leitet sich die Forderung nach einem mehrgleisigen
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immunologischen Monitoring vor einer Intervention ab, um den Zustand eines
Patienten genau bestimmen zu kdnnen und konsekutiv das Therapieregime
anzupassen (Marshall et al. 2009, Vincent et al 2006). Zu ahnlichen Schlissen
bezlglich des ,Study Design“ kommt D. Angus: Er schlagt unter anderem vor,
dass, neben Verbesserung des Verstdndnisses pathophysiologischer
Zusammenhange und einer Stichprobenvergro3erung, die ldentifikation des
Erkrankungszustands und Erkrankungszeitpunkts der Studienpopulation
verbessert werden muss, um die Aussagekraft von Studien beztglich moéglicher

Therapiewirkung zu verbessern (Angus 2000).

Viele der in der Vergangenheit durchgefihrten Interventionsstudien
konzentrierten sich vor allen Dingen auf die erste, hyperinflammatorische Phase
der Sepsis. Durch die Mdglichkeiten der modernen Intensivmedizin zusammen
mit international gultigen Behandlungsrichtlinien (Dellinger et al. 2008), in denen
gegenwartig der Schwerpunkt im therapeutischen Ansatz auf ,Early Goal
Directed Organ Therapy“ liegt, Uberleben immer mehr Patienten die erste
Phase der Sepsis, um dann im Zuge der sich anschlieRenden
antiinflammatorischen Phase ein hohes Risiko zu erwerben, an einer
Sekundarinfektion mit Multiorgandysfunktion zu versterben. Bisher ist aber kein
therapeutisches, klinisch taugliches Mittel gefunden worden, das wahrend der
Immunparalyse wirksam eingreifen kann, um das Uberleben der betroffenen
Patienten zu verbessern. Daraus ergibt sich konsequenterweise die Forderung,
zukinftige wissenschaftliche und therapeutische Bemuhungen auf die hypo-

inflammatorischen Stadien der Sepsis zu konzentrieren (Scherfold et al. 2008).

Ein mdglicher Ansatz, zum Zeitpunkt der Hypoinflammation bzw. der
Immunparalyse immunmodulatorisch einzugreifen, ist die Gabe von
rekombinantem humanen Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
(rhGM-CSF). In einer Reihe von ex vivo Studien ist demonstriert worden, dass
GM-CSF in der Lage ist, immunologische Dysfunktion von Monozyten bei SIRS,

22



1 EINLEITUNG

schwerer Sepsis oder septischen Schock aufzuheben (Rosenbloom et al. 2005,
Flohé et al. 2003 und 1999, Williams et al. 1998).

Als néachster logischer Schritt, der aus den Ergebnissen der in vitro Studien
folgte, wurden in vivo Interventionsstudien unter verschiedenen klinischen
Bedingungen durchgefiihrt. Mells et al. konnten 2001 in einer kleinen, nicht
kontrollierten Pilotstudie an chirurgischen Patienten zeigen, dass die
perioperative Gabe von GM-CSF einer postoperativen Immundepression
entgegenwirken kann. Presneill et al. demonstrierten 2002 an einem kleinen,
kontrollierten und randomisierten Patientenkollektiv mit schwerer Sepsis und
respiratorischer Dysfunktion, dass die Gabe von GM-CSF zu einer
Verbesserung des Gasaustauschs und der Leukozytenfunktion fuhrt. Zur
Evaluation der Wirkung von GM-CSF in der Phase der Immunparalyse fuihrten
Nierhaus et al. 2003 eine prospektive, nicht randomisierte Pilotstudie an
Intensivpatienten mit nachgewiesener septischer Immunparalyse durch. Hierbei
konnten sie zeigen, dass die Gabe von GM-CSF die Immunkompetenz,
reflektiert durch einen signifikanten Anstieg der monozytaren HLA-DR
Expression und der ex vivo TNFa Produktion nach LPS Vollblutstimulation,

wiederherstellen kann.

Zum besseren Verstandnis der Wirkung, der ablaufenden Mechanismen und
der Interaktion mit anderen zellularen und humoralen Faktoren der
Immunantwort von GM-CSF sind weitere Studien notwendig. Insbesondere
bedarf es prospektiver, kontrollierter und randomisierter Doppelblindstudien mit
einem grolBeren Stichprobenumfang, um die reale Wirkung der eingesetzten
Substanz und deren Auswirkungen auf die Morbiditat und Mortalitat der Sepsis

genauer beurteilen zu kénnen.
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Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von rekombinantem humanen
GM-CSF auf Faktoren der humoralen Immunantwort bei septischen Patienten

mit erworbener Immunparalyse.

24



2 MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Patienten, Ein- und Ausschlusskriterien

Im Rahmen der prospektiven, placebokontrollierten Interventionsstudie sollte
die Wirkung von rekombinantem humanen Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor (rhGM-CSF) auf die humorale Immunantwort bei Patienten

mit Immunparalyse bei Sepsis untersucht werden.

Nach Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der Hamburger
Arztekammer erfolgte der Einschluss des Patientenkollektivs. Es umfasste 32
Patienten zweier operativer Intensivstationen, die konsekutiv eingeschlossen
wurden, 16 Patienten in der Verumgruppe und 16 Patienten in der
Kontrollgruppe. Der Einschluss erfolgte, wenn die Patienten im Verlauf des
Aufenthalts auf den Intensivstationen, entsprechend den Kriterien des
,American College of Chest Physicians® und der ,Society of Critical Care
Medicine” (ACCP/SCCM, Bone et al. 1992), Zeichen einer schweren Sepsis
bzw. eines septischen Schocks entwickelten. Als Mal3 fur eine kompromittierte
zellulare  Immunantwort wurde die monozytare HLA-DR (humanes
Leukozytenantigen-DR) Expression mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Alle
Patienten wiesen eine prolongierte Suppression der HLA-DR-Expression Uber
mindestens 48 Stunden auf (HLA-DR < 200 MFI (Mean Fluorescence Intensity)
Methode nach Nebe 1998). Weitere Voraussetzungen fur den
Studieneinschluss war ein Altersbereich von 18 bis 75 Jahren, fallende IL 6
Werte und das Vorliegen einer Einwilligungserklarung nach eingehender
Aufklarung des Patienten bzw. des richterlich bestellten Betreuers durch den
behandelnden Arzt. Ausgeschlossen wurden Patienten bei Vorliegen von
Schwangerschaft oder Stillzeit, bei vorbestehenden pathologischen
Veranderungen des Immunsystems, wie z.B. durch héamatologische

Systemerkrankungen oder durch Autoimmunerkrankungen, Patienten unter
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laufender Radio- oder zytotoxischer Chemotherapie sowie Patienten nach
Organtransplantationen. Ein weiterer Grund fur einen Ausschluss war
Uberempfindlichkeit gegen rhGM-CSF oder Hilfsstoffe des Verumpraparates
(Mannitol, Citrat, NaHCO3).

2.2 Studienablauf

Der Beobachtungszeitraum umfasste mindestens drei und hdchstens 21 Tage
und endete mit der Verlegung des Patienten in die Peripherie oder mit dessen
Versterben. Beginnend mit dem Einschlusstag, erfolgte pro Patient taglich eine
Blutentnahme zur Bestimmung der monozytaren HLA-DR Expression, des
Plasmaspiegels von GM-CSF, IL 6 und IL 10. Ferner wurden der basale
Plasmaspiegel von TNFa, dessen Maximalspiegel nach ex vivo
Vollblutstimulation sowie der Endotoxinserumspiegel bestimmt. Der taglichen
intensivmedizinischen Labor- und Uberwachungsroutine wurden die Werte fiir
das CRP, fir Leukozyten, fur Procalcitonin sowie fur die Korpertemperatur

enthommen.

Nach erfolgtem  Einschluss wurden die Patienten durch die
Krankenhausapotheke anhand einer dort generierten Randomliste entweder der
Placebo- oder der Verumgruppe zugeordnet und verblindet. Danach erfolgte die
Herstellung der Studienmedikation, die dann in Fertigspritzen bereitgestellt
wurde. Die subkutane Applikation von 4ug/kg rhGM-CSF oder eines Placebos
(NaCl 0,9%) wurde pro Patient vom Einschlusstag an so lange fortgeftihrt, bis
die HLA-DR-Expression uber 500 MFI stieg oder aber der Beobachtungs-
zeitraum beendet war. Fiel der MFI Wert wahrend dieser Zeit wieder unter 200,
wurden die rhGM-CSF- bzw. Placebo-Injektionen erneut aufgenommen. Jeder
Patient wurde wahrend dieser Zeit kontinuierlich besonders im Hinblick auf
lokale oder systemische unerwiinschte Medikamentenwirkungen uberwacht.

Die erhobenen Befunde wurden zeitnah dokumentiert.
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Nach Ende des Beobachtungszeitraums der ersten 16 Patienten wurde die
Gruppenzuteilung offen gelegt, um so eventuelle Nebenwirkungen der
Studienmedikation oder Unterschiede in Bezug auf Morbiditat und Mortalitat in
den beiden Untersuchungsgruppen aufzudecken. Nach Abschluss der
Interventionsstudie erfolgte dann die vollstandige Entblindung beider
Studiengruppen.

Zur Evaluation des Erkrankungsschweregrads wurde fir jeden Patienten der
Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Score Il (APACHE II, Knaus et
al. 1985) in den ersten 24 Stunden nach Beginn der intensivmedizinischen
Behandlung erhoben. Fir die Dauer der Studienbeobachtungen wurden ferner
der Multiple Organ Dysfunction Score (MODS, Marshall et al. 1995) und der
Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA, Vincent et al 1996)
bestimmt. Pro Patient wurden die mikrobiologischen Befunde und mogliche
nachteilige Ereignisse erfasst, die in Zusammenhang mit der verabreichten
Medikation oder des Intensivaufenthalts stehen kdnnten. Daneben wurden die
Lange des intensivmedizinischen Aufenthalts, die 28-Tage-Mortalitat, die

Intensiv- und die Krankenhaussterblichkeit dokumentiert.

2.3 Messung von humanem Leukozytenantigen-DR (HLA-DR)

Das HLA-DR gehdrt zur Familie der Major Histocompatibility Complex Klasse I
(MHC 1) und wird vornehmlich von Makrophagen, Langerhanszellen bzw.
dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert. Es dient in erster Linie der
Antigenprasentation und Kommunikation zwischen Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems, insbesondere zwischen den CD4+T-Lymphozyten.
Es ist ein Heterodimer und besteht aus zwei nicht kovalent gebundenen
Glykoproteinketten, einer a-Kette und einer kleineren B-Kette, die die
Zellmembran durchspannen. Nach rezeptorvermittelter Internalisierung oder

Aufnahme durch Pinozytose und Prozessierung durch die Effektorzellen des
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angeborenen Immunsystems werden die MH [I-Komplexe mit kurzen Peptiden
des Fremdantigens beladen und zur Préasentation an die Zelloberflache
gebracht. Dort reichen 50 - 200 identische HLA-DR-Komplexe fiur die
Stimulierung eine adaquate T-Zell-Antwort aus (Hollander 2006). Die MH II-
Komplexe auf Monozyten bzw. Makrophagen stellen ein zentrales Bindeglied
zwischen der nattrlichen und der adaptiven Immunantwort dar (Horner et al.
2004).

Gemessen wurde die HLA-DR-Expression mittels Durchflusszytometrie. Ein
Durchflusszytometer ist ein optisches Messsystem, das Streulicht und
Fluoreszenzsignale einzelner, entsprechend markierter Zellen misst. Die zu
messenden Zellen werden in einem laminaren Fllssigkeitsstrom
hydrodynamisch fokussiert und an einer Messeinheit vorbeigeleitet, nachdem
sie durch den geblndelten Strahl einer Laserlichtquelle angeregt wurden.
Dieses Verfahren eignet sich grundsatzlich zur Analyse jeglicher sich in
Suspension befindender Zellpopulationen. Die Anwendungsmadglichkeiten
erstrecken sich von der Bestimmung individueller Zelloberflachenstrukturen, der
Differenzierung verschiedener Zellarten bis zur Evaluation von intrazellularen

Stoffwechselvorgéngen.

Die erfassten Lichtqualitaten sind die Lichtstreuung und die Zellfluoreszenz. Die
Lichtstreuung entsteht, wenn unterschiedliche Zellpopulationen an einer
Lichtquelle, in den meisten Durchflusszytometern ein Argonlaser mit einer
Wellenlange von 488 nm, einzeln vorbeigeleitet werden und das Licht in einer
ihnen jeweils spezifischen Weise brechen. Dabei lasst sich aus der
Vorwartsstreuung des Lichts, axial zum anregenden Laserstrahl, die Zellgrol3e
ableiten und aus der Seitwartsstreuung, also orthogonal zum urspriinglichen
Lasereinfall, die individuelle Granularitat bzw. Komplexitat. Mittels dieser
Messgrof3en lassen sich z.B. bereits die verschiedenen Klassen von

Leukozyten differenzieren. Fluoreszenzsignale, die zweite erfasste Lichtqualitat,
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sind kurzlebige Lichtquanten, die entstehen, wenn mit Fluoreszenzfarbstoff
markierte Antikorper (Fluorochromen), die an spezifische Zellstrukturen
gebunden sind, durch einen Laser angeregt werden. Die so generierten
Lichtemissionen haben eine fur den individuellen Fluoreszenzfarbstoff
spezifische Wellenlange, die jeweils gemessen werden kann. Dieses Verfahren,
die sog. fluoreszierende Zellanalyse (FACS-Analysis: Fluorescence Activated
Cell Sorting), ermdglicht eine quantitative Bestimmung von epi- oder
intrazellular lokalisierten Strukturen. Die Fluorochrome werden hierbei mittels
einer Antigen-Antikorperreaktion auf oder in die Zelle gebracht, um so die
Zielmolekile zu markieren. Bei beiden Analyseverfahren werden die
Lichtsignale mit Hilfe von Photodioden erfasst, gefiltert, aufgetrennt und
verstarkt; danach wird durch einen Analog-Digital-Wandler die Lichtintensitéat in
digitale Messwerte konvertiert. Diese quantitativen Analysedaten werden
anschlieBend computergestitzt mit einer speziellen Software verarbeitet und

grafisch dargestellt.

Jeder Fluoreszenzfarbstoff verfiigt Gber ein individuelles Emissionsspektrum, so
dass es mdglich ist, verschiedene markierte Strukturen gleichzeitig zu messen.
Dabei kann es zur Uberlappung der Fluoreszenzspektren der einzelnen
eingesetzten Fluorchrome kommen, so dass sie sich nicht scharf genug
auftrennen lassen. In diesem Fall ist deshalb eine Korrektur der spektralen
Uberlappungen mittels einer Kompensationselektronik noétig, die von jedem
Signalimpuls die sich Uberlappenden Anteile entsprechend subtrahiert und
dadurch eine differenzierte Betrachtung der einzelnen Fluoreszenzen

ermdglicht.

Zur Bestimmung der jeweiligen Zielmerkmale der Zellen missen spezifische
Antikorper aufgebracht werden, die mit einer fluoreszierenden Verbindung
konjugiert sind. In der vorliegenden Studie wurden die Fluorchrome Fluorescein

(FITC) mit einem Emissionsspektrum von ca. 515 nm und R-Phycoerythrin (PE)

29



2 MATERIAL UND METHODEN

mit einem Emissionsspektrum von ca. 580 nm eingesetzt. Beide Farbstoffe
kobnnen von einem Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt

werden.

Zur Bestimmung der HLA-DR-Expression mussten die in den Blutproben
enthaltenen Monozyten abgetrennt und die MH [I-Komplexe an ihrer Oberflache
markiert werden. Zu diesem Zweck wurden 100 ul einer EDTA-Blutprobe pro
Patient mit verschiedenen Floureszenzantikdrpern inkubiert, dann lysiert,
zentrifugiert, mit Pufferldsung gewaschen und resuspendiert und der FACS-
Analyse zugefuhrt. Zur Abgrenzung von Monozyten eignet sich deren
Oberflachenantigen CD 14 (Cluster of Differentiation 14), ein Lipopolysaccharid-
(LPS) Rezeptor, welcher nur auf myelomonozytaren Zellen exprimiert wird. Der
hierzu verwendete Fluoreszensantikérper CD 14 FITC ist ein aus hybridisierten
Mausezellen gewonnener Antigenklon, der durch Monozyten von Patienten mit
rheumatoider Arthritis entsprechend gepragt worden ist. Zur Markierung des
MH 1I-Komplexes wurde der Antikérper Anti-HLA-DR PE eingesetzt, ebenfalls
ein  Mauszellhybrid, der, nach Immunisierung mit humanen B-
Zelllymphoblasten, spezifisch an dieses Oberflachenantigen bindet. Hierbei gibt
es keine Kreuzreaktivitat mit den beiden anderen Komplexen der MHC I
Genfamilie HLA-DQ und -DP. Als Negativkontrolle zur Festlegung eines
Referenzbereichs fir die Fluoreszenz des HLA-DR wurde flir den
Kontrollansatz an Stelle von Anti-HLA-DR PE der monoklonale Antikorper Ig G1
(Mouse)-PE verwendet. Dieser bindet unspezifisch an verschiedenste antigene
Objekte, wie z.B. Zellfragmente. Da die Menge der so gebundenen
Fluorchrome auf Grund der kleinen GréRe und geringeren Antigendichte der
Objekte wesentlich geringer ist als auf Zellen, liegt die Fluoreszenzintensitat
unter der von entsprechend markierten Monozyten. So werden nur
Signalimpulse als valide erfasst, die intensiver leuchten als die des

Kontrollansatzes.
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Die gemessene Immunfluoreszenzintensitat der Anti-HLA-DR PE markierten
Proben ist proportional zu der monozytaren Expression dieses Oberflachen-
Antigens. Der so gemessene Anteil an HLA-DR-positiver Monozyten wird in
Prozent erfasst. Dieses quantitative Ergebnis wird als Mittelwert der
Fluoreszenzintensitat (MFI) ausgedrickt. Unter standardisierten Bedingungen
werden Mittelwerte oberhalb von 250 MFI als normal betrachtet. Werte
zwischen 250 bis 150 MFI werden als Ubergangsphase zu einer
eingeschrankten monozytaren Immunfunktion betrachtet und Ergebnisse unter
50 MFI korrelieren mit einer schlechten Prognose fur den Patienten (Nebe CT
1998). Daher wurde als Grenze fir die Intervention im Rahmen der Studie ein

Messwert von 200 MFI festgelegt.

2.4  Zytokine

2.4.1 Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF)

Das in der Studie verwendete rekombinante humane GM-CSF (Leukine®,
Wirkstoff: Sargramostim) wurde subkutan in einer Dosis von 4ug/kg appliziert.
Zur Evaluation der GM-CSF-Plasmaspiegel wurden pro Patient taglich EDTA-
Plasmaproben gewonnen, zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und in
ReaktionsgefaRen (Reaktionsgefal3e safe lock 1,5 ml biopur von der FA
Eppendorf) asserviert, die bei minus 80° Celsius zur spateren Bestimmung tief-
gefroren wurden. Hierzu wurde ein kommerzielles Assay (Quantikine®, R&D
Systems, Minneapolis, USA) eingesetzt, das mit quantitativer Sandwich-Enzym-
Immunoassay-Technik operiert.

2.4.1.1 Material

Die verwendeten Materialien und Reagenzien pro Testkit sind im Einzelnen:
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e GM-CSF Mikrotiterplatte - eine Polystyrenplatte, die zwolf Reihen mit
acht ,wells“ tragt, die jeweils mit monoklonalen Antikérpern (Maus)
gegen GM-CSF beschichtet sind.

e Selbstklebende Platten Abdeckfolien.

e GM-CSF Konjugat — ein polyklonaler Antikorper (Ziege) gegen GM-CSF,
der mit einer Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist.

e GM-CSF Standard — eine gefriergetrocknete Reagenz aus rhGM-CSF in
einer gepufferten Protein Base.

e Assay Diluent RD1-16 - eine gepufferte Proteinbase mit
Konservierungsmitteln.

e Calibrator Diluent RD6L - ein Loésung aus Tierserum mit
Konservierungsmitteln fur Serum- und Plasmaproben.

¢ Waschpufferkonzentrat — 25fach konzentrierte gepufferte Tensidlésung
(0,05% Tween® 20 in PBS) mit Konservierungsmitteln.

e Farbreagenz A — stabilisiertes Wasserstoffperoxid.

e Farbreagenz B — stabilisiertes Chromogen aus Tetramethylbenzidin.

e Stopp-L6sung — Schwefelige Saure.

e Elisa Reader Dynatech® MR 5000 (Dynatech Laboratories Inc., Chantilly,
VA, USA).

2.4.1.2 Methode

Der benutzte ELISA (enzyme linked immonosorbent assay) verwendet GM-
CSF-spezifische monoklonale Antikérper aus der Maus, die auf eine
Mikrotiterplatte aufgebracht wurden und die in den Proben oder in der
Standardreihe enthaltene Zytokine binden. Zur Herstellung einer Standardreihe
wurde zunéchst das gefriergetrocknete rhGM-CSF mit Calibrator Diluent RD6L
in Lésung gebracht. Die Standardlésung enthélt 500 pg/ml GM-CSF, mit der
dann eine Standardverdinnungsreihe von 500 pg/ml bis 0 pg/ml (Calibrator

Diluent RD6L als Nullstandard) mit einem Volumen von jeweils 500 pl
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hergestellt wurde. Zur weiteren Vorbereitung wurden 20 ml des
Waschpufferkonzentrats mit 500 ml destilliertem Wasser verdunnt und die
Farbreagenzien zu gleichen Teilen gemischt. Hierbei war zu beachten, dass der
Farbstoff vor Lichtexposition geschitzt blieb. Zur Durchfihrung des Assays
wurden zunéchst 100 pl des Assay Diluent RD1-16 in jeden ,Proben — Well*
vorgelegt. Danach wurden entsprechend dem vorbereiteten Pipettierschema
jeweils zwei ,Wells“ - entweder 100 pl der Standardverdinnung oder der
Patientenplasmaproben - zugefigt und mit der Klebefolie abgedeckt. Im
Anschluss wurde die beflllte Mikrotiterplatte fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde jeder ,Well*
viermal grundlich mit 400 uyl Waschpuffer ausgewaschen und danach zum
Abtropfen kurzzeitig umgekehrt auf ein Zellstofftuch gestellt. Im nachsten Schritt
wurden pro ,Well* 200 yl GM-CSF-Konjugat zugefigt und wiederum zugedeckt
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im anschlie3enden
Waschvorgang wurde wie im ersten Schritt verfahren. Danach wurde jeweils
200 pl der Substratlosung zugegeben, um im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert zu werden. Durch Hinzugabe von 50 pl Stopp — Lésung wurde die
Enzymreaktion nach Ablauf der Inkubationszeit unterbrochen. Zur Bestimmung
der Extinktion wurde die Platte innerhalb der anschlieRenden 30 Minuten in den
Elisa Reader (Dynatech® MR 5000, Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, VA,
USA) gestellt und bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Eine
Wellenlangenkorrekturmessung, zum Ausschluss von Messabweichungen
durch optische Verunreinigungen wurde mit einer Wellenlange von 570 nm
durchgeflihrt. Die ermittelte optische Dichte der Proben ist proportional der

Menge an gebundenem GM-CSF.

Die Auswertung der Messergebnisse wurde mit Hilfe der Readersoftware
(BioLinx® 2.20, Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, VA, USA) durchgefiihrt.
Zunachst wurde der Mittelwert der jeweiligen Doppelmessungen flir Standard,

Kontrolle und Patientenprobe gebildet sowie der Nullstandard von den
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Ergebnissen subtrahiert. Danach wurden eine logarithmische Standardkurve
erstellt und die Konzentrationen ebenfalls logarithmisch gegen die

Messerergebnisse fir die optische Dichte aufgetragen.

2.4.2 Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa), basal und stimuliert

Im Rahmen der Studie sollten taglich zum einen die basalen TNFa-
Plasmaspiegel und zum anderen die ex vivo maximal stimulierbare
Ausschuttung von TNFa, als Mal} fir die Reaktionsfahigkeit besonders von
Monozyten bzw. Makrophagen (Héflich et al. 2002), bestimmt werden. Zu
diesem Zweck wurden téaglich heparinisierte Vollblutproben gewonnen,
zentrifugiert, der Plasmaulberstand wurde abpipettiert und zur spéateren
Bestimmung der basalen TNFa-Spiegel bei -80° C eingefroren. Zur ex vivo
Stimulation wurden 50 ul der Vollblutproben mit 450 pl einer LPS -
Stimulationslosung (500 pg/ml Lipopolysaccharide, Ex-vivo Stimulationskit
Milena®, DPC Biermann, Bad Nauheim) fiir vier Stunden bei 37° C inkubiert.
Durch die anschlieRende Zentrifugation wurde ein Uberstand gewonnen und
ebenfalls der Diagnostik zugefihrt. Die Bestimmung der Proben wurde mittels
des semiautomatischen Elisas Immulite® fir TNFa (DPC Biermann, Bad
Nauheim) durchgefuhrt. Die  methodische Grundlage bildet ein
Chemilumineszenz-Immunoassay, welcher im Vergleich zu herkdmmlichen
Elisa-Verfahren deutlich weniger Zeit benétigt und eine Standardisierung der
Ergebnisse ermdglicht. Zur Bestimmung werden Testrohrchen verwendet, die
eine antikdrperbeschichtete Kunststoffkugel enthalten und als Gefal3 fur die
Inkubation und Signalentwicklung sowie fir die einzelnen Waschschritte genutzt
werden konnen. Das neuartige Chemilumineszenzsubstrat Adamantyl-
dioxetanphenylphosphat leuchtet durch fortlaufende Hydrolyse Uber einen
langen Zeitraum und ermdglicht wiederholte Messungen. Dadurch konnte die
Messgenauigkeit im Vergleich zu konventionellen Elisas deutlich verbessert
werden. Daruber hinaus verfigt das zur Signalerfassung verwendete

Luminometer Immulite® (DPC Biermann, Bad Nauheim) tiber einen Graufilter
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zur Abschwachung hoher Signalintensitaten, der bei schwachen Lichtsignalen
ausgeschaltet werden kann. Dadurch wird das Messspektrum erweitert und
schwache Lichtsignale konnen detektiert werden. Der Normwert fur TNFa wird

in der Test-Kit begleitenden Literatur mit bis 8,1 pg/ml angegeben.

2.4.3 Interleukin 10 (IL 10)

Auch im Fall von IL 10 sind die Plasmaiberstande aus zentrifugierten
Vollblutproben zur spateren Bestimmung in Safe Lock Reaktionsgefaf3en bei
-80° C asserviert worden. Die Bestimmung des Plasmaspiegels erfolgte
ebenfalls mit Hilfe des semiautomatischen Elisas Immulite® (DPC Biermann,
Bad Nauheim). Der Medianreferenzwert, der mittels einer Studie des Herstellers
an gesunden Probanden ermittelt wurde, liegt bei 1,5 pg/ml.

2.4.4 Interleukin 6 (IL 6)

Mit den Plasmaproben des IL 6 ist analog zu den oben genannten Zytokinen
verfahren worden. Die Quantifizierung der Plasmaspiegel erfolgte auch in
diesem Fall mit einem Chemilumineszenz-Immunoassay (Immulite® der Firma
DPC Biermann, Bad Nauheim). Der Normwert der IL 6-Konzentration im Serum
liegt unter 11 ng/l.

245 Das C-reaktive Protein (CRP)

Pro Patient wurde taglich im Rahmen der intensivmedizinischen Laborroutine
das CRP als Verlaufsparameter bestimmt.

Die Bestimmung in der Kklinischen Routinediagnostik erfolgt mittels
Immunturbidimetrie, einem der Nephelometrie und Photometrie verwandten
Verfahren, das Uber Tribungsmessung eine quantitative Bestimmung von
kolloidal gelosten Teilchen in Flussigkeiten erlaubt. Je nach Labor liegt der

Referenzbereich bei < 5 mg/dI.
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2.4.6 Procalcitonin (PCT)
Die Bestimmung von PCT wurde pro Patient ebenfalls im taglichen

Routinelabor durchgefihrt.

Die Messung des PCT erfolgte mit dem LUMItest PCT® (Brahms Diagnostica
GmbH, Berlin), einem immunoluminometrischen Assay (ILMA). Dabei wird
Serum mit zwei spezifischen monoklonalen Antikérpern zusammengebracht,
die sich an verschiedene Stellen des PCT-Molekdls, den Calcitonin- und den
Katacalcin-Anteil, binden. Der Calcitonin-Antikbrper ist mit einem
lumineszierenden Tracer gekoppelt, der Katacalcin-Antikérper hingegen ist an
der Wand des Testrohrchens fixiert (Coated Tube System). Wahrend der
Inkubationszeit kommt es so zur Ausbildung so genannter Sandwich-Komplexe
zwischen Antigen und den Antikérpern. Nach Ende der Reaktionszeit wird die
Uberschussige Tracerlésung ausgewaschen. Die danach an der R6hrchenwand
verbliebene antigengebundene Tracermenge wird dann in einem geeigneten
Luminometer unter Einsatz einer Reaktionslosung ermittelt. Die Starke des
Lumineszenzsignals (in RLU, relative light unit) ist der in der jeweiligen
Serumprobe enthaltenen PCT-Konzentration direkt proportional. Die genauen
Konzentrationen des Prohormons werden anhand einer Standardkurve

bekannter Konzentrationen abgelesen.

2.5 Leukozyten

Ein weiterer taglich routinemaRig erfasster Laborparameter war die
Leukozytenanzahl.

Gemessen wurden die Leukozytenzahlen mit Hilfe von Streulicht- oder
Impedanzmessungen im Zellcounter. Die Normwerte fir Erwachsene werden in
der Literatur mit 4800 bis 10 000 / yl angegeben.
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2.6 Erhebung der klinischen Scores und Erfassung der

Infektionen

Zur Erfassung und Abschatzung des Schweregrads von Erkrankungen sind in
den letzten 20 Jahren verschiedene sog. Score-Systeme in die klinische Praxis
eingefuhrt worden. In der vorliegenden Studie wurden zur Bewertung des
Krankheitsschweregrads und des Mortalitatsrisikos der Patienten der Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation Il (APACHE Il) Score erhoben. Dies
ist ein in der Intensivmedizin haufig verwendetes und gut validiertes pradiktives

Punktwertsystem.

Der Acute Physiology And Chronic Health Evaluation (APACHE) wurde 1981
von Knaus et al. erstmals eingeftihrt. Die heute verwendete modifizierte Version
(APACHE II) von 1985 besteht aus drei Teilbereichen. Im ersten Teil wird auf
der Basis von zwolf verschiedenen physiologischen und laborchemischen
Parametern ein Punktwert zwischen null (Normalwert) und vier (schlechtester
Wert) bestimmt. In den Teilen zwei und drei werden das Alter der Patienten
bzw. etwaige chronische Vorerkrankungen ebenfalls mit einem Punktwert
erfasst. Die Datenerhebung erfolgt innerhalb der ersten 24 Stunden des
intensivstationaren Aufenthalts, bei der jeweils der schlechteste Wert, der
innerhalb dieses Zeitraums ermittelt wurde, in den Score einflie3t. Die
Prognosefahigkeit von APACHE Il bezuglich der Mortalitdt wurde in einer

multizentrischen Studie mit einem Kollektiv von 6000 Intensivpatienten validiert.

Zur Erfassung und Beurteilung des Kklinischen Verlaufs wurden in der
vorliegenden Studie neben dem oben genannten pradiktiven Score zwei weitere
Punktwertsysteme herangezogen, zum einen der Multiple Organ Dysfunction
Score (MODS) und zum anderen der Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) Score. Beide Scores wurden entwickelt, um bei verschiedenen

Patienten eines Kollektivs den individuellen Schweregrad eines
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Multiorganversagens sowohl zeitlich punktuell als auch im jeweiligen Verlauf

der Erkrankung objektiv miteinander vergleichen zu kdnnen.

J.C. Marshall et al. stellten den MODS 1995 erstmals vor. Mit diesem Score
werden die Funktion und damit der Zustand von sechs verschiedenen
Organsystemen erfasst. Dabei werden jeweils zu einem bestimmten Zeitpunkt
innerhalb von 24 Stunden die individuellen Parameter der Organfunktion
erhoben und mit einem Punktwert zwischen null (normale Funktion) und vier
(maximal schlechte Funktion) bewertet. Die Grenzen fur die Bewertung der
Organfunktion wurden von Marshall et al. mit Hilfe einer retrospektiven
Literatur-Analyse entwickelt und bezlglich der Aussagekraft Gber Mortalitat
anhand eines Patienten-Kollektivs validiert. In einer 1997 von Marshall et al.
durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass ein steigender MODS-
Punktwert sowohl mit einem verlangerten Intensivaufenthalt als auch mit einer

erhohten Intensiv- und Krankenhausmortalitat korreliert.

Der SOFA-Score wurde von J. L. Vincent et al. im Rahmen einer Arbeitsgruppe
der European Society of Intensive Care Medicine entworfen und 1996
verOffentlicht. Es sollte &hnlich wie bei dem MOD-Score eine Methode
geschaffen werden, mit deren Hilfe man den Schweregrad und Verlauf einer
Organdysfunktion oder eines Organversagens objektiv beurteilen und darstellen
konnte. Der SOFA-Score bezieht sich auf die Funktion der gleichen sechs
Organsysteme wie der MODS. Das sind im Einzelnen Atmung, Herz-Kreislauf-
System, Leber- und Nierenfunktion, Gerinnung sowie das Zentralnervensystem.
Es werden ebenfalls Punktwerte zwischen null (relativ normale Funktion) und
vier (Organversagen) vergeben, aus deren Summe sich dann pro Tag des

Intensivaufenthalts der Gesamt-Score errechnet.

Alle in der vorliegenden Studie erhobenen Scorewerte wurden mit Hilfe des

,Hamburg Intensive CAre Scoring Tool“ (HICAST®) ermittelt und berechnet. Es
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ist ein Datenerfassungsprogramm, das die Eingabe aller den Scores zugrunde
liegenden Parameter entscheidend erleichtert, da die gemeinsamen Parameter
nur einmal erfasst werden muissen und so die Ermittlung der jeweiligen

Gesamtpunktwerte schneller erfolgen kann.

Neben den oben genannten Scores wurden die in der Intensivmedizin Ublichen
Parameter der Vitalfunktion mit Hilfe eines auf den Intensivstationen etablierten
Patientendatenerfassungssystems (CIS® bzw. WinCIS®, CliniComp, Intl., San
Diego, USA) dokumentiert. Die Erfassung erfolgte zeitnah speziell im Hinblick
auf eventuelle lokale oder systemische Nebenwirkungen der Studien-
medikation. Im Besonderen wurden die Laborergebnisse fir Leuko- und
Thrombozyten im Verlauf betrachtet und eine Leukozytose oder
Thrombozytopenie im Sinne der allgemein Ublichen Referenzbereiche
gesondert dokumentiert.

Fur jeden Patienten wurden im Beobachtungszeitraum die der Sepsis zugrunde
liegende Infektion und die mikrobiologischen Befunde im Verlauf mit den
jeweiligen Untersuchungsmaterialien dokumentiert. Grundlage fir die Definition
von Infektionen in der Studienpopulation bildeten die CDC-Kriterien far
nosokomiale Infektionen des Robert-Koch-Instituts in Berlin von 2003. Dort ist
eine nosokomiale Infektion definiert als eine Reaktion des Korpers auf das
Vorhandensein von Mikroorganismen oder ihrer Toxine mit lokalen oder
systemischen Infektionszeichen. Dabei diurfen keine Hinweise darauf existieren,
dass die Infektion bereits bei der Aufnahme ins Krankenhaus bestand oder in
der Inkubationsphase war. Die Diagnose einer Infektion stitzt sich auf klinische
Befunde, die durch Beobachtung oder Untersuchung des Patienten und durch
radiologische, laborchemische oder mikrobiologische Diagnostik gewonnen
wurden. Hierbei sind die Art und Anzahl der Befunde fur jedes infizierte
Organsystem genau definiert. Die CDC-Kriterien gelten fir alle Infektionen und

sind unabhangig vom Alter oder Immunstatus des Patienten. Lediglich far
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Kinder unter einem Jahr, auf Grund einer abweichenden Symptomatik in
diesem Alter, gelten zusatzliche Definitionen. Diese spielten entsprechend der
Einschlusskriterien in der vorliegenden Studie keine Rolle. Die pro Patient
erhobenen Befunde wurden wie auch schon im Fall der Vitalfunktion mit Hilfe

des Patientendatenerfassungssystems dokumentiert.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe von SPSS
11.0 fur Windows (SPSS® Inc. Chicago, lllinois, USA). Die demographischen
Daten wurden mittels Bestimmung des Mittelwerts, des Medians oder des
prozentualen Anteils an der Gesamtanzahl ausgewertet. Zur Bestimmung der
Verteilungswahrscheinlichkeit wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test
angewendet. Je nach Ergebnis der Verteilungswahrscheinlichkeit wurden dann
zur Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit ,p“ der t-Test oder der U-Test

nach Mann, Whitney und Wilcox angewendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographie

In einem Zeitraum von zwolf Monaten wurden 32 Patienten, welche die vor
Studienbeginn aufgestellten Einschlusskriterien erfillten (siehe Abschnitt 2.1
Material und Methoden), konsekutiv in die Untersuchung eingeschlossen.

Die nachstehende Tabelle gibt die demographischen Daten der
Studienpatienten wieder, aufgeschlisselt in die Verum- und die Placebogruppe

bzw. die Gesamtanzahl. Ferner ist die Irrtumswahrscheinlichkeit ,p“ aufgefiihrt.

Tab. 03: Demographie

rhGM-CSF  Placebo Gesamt

(n=16)  (n=16) (n = 32) p-Wert

Geschlecht (3/2) 11/5 14/2 25/7 0,4
Median Alter (Spanne) 55 (32-67) 55 (22-71) 55 (22-71) 0,8
Median Dauer Intensiv- 22 35 27 0,1
aufenthalt in Tagen (2-128) (10-218) (2-218)
(Spanne)
Median HLA-DR- 93 73 84 0,6
Expression [MFI] bei (17-352) (28-261) (17-352)
Einschluss (Spanne)
Intensivstationssterblichkeit  7/16 (44%) 5/16 (31%) 12/32 (38%) 0,7
Krankenhaussterblichkeit 7/16 (44%) 5/16 (31%) 12/32 (38%) 0,7
Median APACHE I 17 (10-25) 17 (4-21) 17 (4-25) 0,4
(Spanne)
rhGM-CSF = recombinant human Granulocyte Macrophage — Colony Stimulating Factor
HLA-DR = Human Leukocyte Antigen DR
MFI = Mean Fluorescence Intensity
APACHE Il = Acute Physiology And Chronic Health Evaluation
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Im Hinblick auf die Demographie gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Verum- und der Placebogruppe. Das Gleiche gqilt fur die
Betrachtung der Gruppen der Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden.
Insgesamt Uberwog der Anteil an mannlichen Patienten im Kollektiv. Dies stand
jedoch in keinem Zusammenhang mit einem Uberlebensvorteil. Das Alter lag
im Median bei 55 Jahren, wobei sich die Spanne in der Verum- und
Placebogruppe nur unwesentlich unterschied. Die Dauer des Intensiv-
aufenthalts betrug im Median 27 Tage mit einer Spanne von zwei bis 218
Tagen. Zwar war die Aufenthaltsdauer in der Placebogruppe mit zehn bis 218
Tagen deutlich langer, jedoch erreichte dies keine statistische Signifikanz. Die
Expression von HLA-DR auf Monozyten lag am Einschlusstag im Median bei
einem 84 MFI ohne signifikantem Unterschied in den jeweiligen Gruppen des
Studienkollektivs. Sowohl die Intensivsterblichkeit als auch die Gesamt-
sterblichkeit des Studienkollektivs betrug zwolf von 32 Patienten, das entspricht
einem Anteil von 38 %. Der Median des APACHE Il Scores betrug 17 bei einer
Spanne von vier bis 25. Diese Punktwerte entsprechen einer zu erwartenden

Mortalitdtswahrscheinlichkeit bis zu 50 %.

Die nachfolgende Tabelle stellt die Diagnosen, die zur Aufnahme auf die
Intensivstationen gefiihrt haben, sowie die Art der Infektion mit dem jeweiligen
isolierten Erreger dar. Ferner gibt die Tabelle die Reihenfolge und die

Verteilung der einzelnen Patienten auf die Verum- bzw. Placebogruppe wieder.
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Tab. 04:

Aufnahmediagnosen und Infektiologie

Patient

Nummer Verum

Intensivstation-

Aufnahmediagnose

Infektionsdiagnose
(isolierter Erreger)

1 Nein Rektumperforation Peritonitis (Escherichia coli)
2 Nein Polytrauma Pneumonie (Aspergillus, Enterokokken)
Pankreato- Peritonitis (Proteus, Klebsiellen,
3 Ja gastrektomie Escherichia coli)
Bronchialkarzinom,

4 Ja Z.n. Teilpneumektomie Pneumonie (Stenotrophomonas)

5 Ja  Pankreatitis Pankreatitis (Candida)

6 Nein Peritonitis Peritonitis (Candida, Staphylokokken)
Wundinfektion (Pseudomonas,

7 Nein Polytrauma Aspergillus)
Peritonitis (Proteus, Klebsiellen,

8 Ja  Peritonitis Escherichia coli, Candida)

9 Nein Osophaguskarzinom Waundinfektion (Citrobacter)
Mediastinitis (Staphylokokkus aureus,

10 Ja  Mediastinitis Candida)

11 Nein Pankreatitis Pankreatitis (Candida, Enterokokken)
Pankreatitis (Enterokokken,

12 Ja  Pankreatitis Pseudomonas)
Peritonitis (Candida, Enterobacter,

13 Ja  Akutes Abdomen Pseudomonas)
Wundinfektion (Streptokokken, Clostridien,

14 Nein Polytrauma Bacillus spec.)

15 Nein Magenperforation Peritonitis (Candida)

16 Ja  Pankreatitis Pankreatitis (Proteus)

17 Nein Pankreatitis Peritonitis (Escherichia coli)

18 Nein Pankreatitis Pankreatitis (Candida)

19 Ja Polytrauma Pneumonie (Candida, Aspergillus)

20 Ja  Duodenalperforation Peritonitis (Enterokokken, Proteus)
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Patient

Nummer Verum

Intensivstation-

Aufnahmediagnose

Infektionsdiagnose

(isolierter Erreger)

21 Nein Pankreatitis Pankreatitis (Citrobacter)
22 Ja  Mediastinitis Mediastinitis (Staphylokokken)
23 Ja Pankreatitis Pankreatitis (Pseudomonas, Candida)
Perimandibularer Wundinfektion (Staphylokokken,
24 Nein Abszess Corynebakterium)
25 Ja  Pleuramesotheliom Mediastinitis (Enterokokken, Candida)
Peritonitis (Escherichia coli, Candida,
26 Nein Peritonitis Enterokokken)
Pneumonie (Staphylokokken,
27 Ja  Osophaguskarzinom Corynebakterium)
28 Nein Polytrauma Pneumonie (Klebsiellen)
29 Ja Polytrauma Pneumonie (Proteus, Serratia)
Pneumonie (Klebsiellen, Pseudomonas,
30 Nein Trachealstenose Candida)
Z.n. ACVB und
31 Nein gastointestinale Blutung Pneumonie (Enterokokken, Candida)
32 Ja  Akutes Abdomen Peritonitis (Klebsiellen, Candida, Proteus)

Die funf Hauptdiagnosen wurden auf Grundlage der CDC-Kriterien fur
nosokomiale Infektionen des Robert-Koch-Instituts von 2003 gestellt (fur
Definitionen siehe Kapitel ,Material und Methoden®). 31% der Patienten litten an
einer Peritonitis, 25% an einer Pneumonie, 22% an einer Pankreatitis, gefolgt
von 13% der Patienten mit einer Pankreatitis und schlieBlich 9 % mit einer
Mediastinitis. Das folgende stellt  die

Diagramm Verteilung der

Infektionsdiagnosen innerhalb des Studienkollektivs graphisch anschaulich dar.
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Infektionsdiagnosen

Pneumonie
25%

Abb. 03: Verteilung der Infektionsdiagnosen

3.2 Ergebnisse - Granulozyte Macrophage Colony

Stimulating Factor

Der GM-CSF Plasmaspiegel steigt in der Verumgruppe mit Beginn der
Intervention auf jederzeit deutlich erhéhte Werte mit wiederholten
Spitzenmessungen bis 16 pg/ml im Mittel an. Im Gegensatz dazu findet sich in
der Placebogruppe ein relativ gleichméRiger Zytokinspiegel, der sich im Mittel
um 2 pg/ml bewegt. Dies durfte dem endogen ausgeschitteten GM-CSF
entsprechen. Es fand sich an den Tagen 2 bis 4 und 6 bis 8 sowie 10 bis 13 ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Messwerten der Patienten,
die taglich GM-CSF erhielten, und denen der Kontrollgruppe. An den Tagen 5
und 9 fanden sich zwei ,Ausreil3er bei dem selben Patienten aus der
Verumgruppe. Das folgende Diagramm zeigt den GM-CSF Serumspiegel im
Verlauf des Studienzeitraums von 21 Tagen. Die Werte mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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Abb. 04: Mittelwerte und Standardfehler von GM-CSF Plasmaspiegel.
*: p<0.05 Placebo vs. Verum.
3.3 Ergebnisse - Tumornekrosefaktor Alpha, basal und

stimuliert

Die Werte des basalen, das heil3t nicht exogen stimulierten TNFa-Spiegels,
zeigten Uber die Zeit in der Verumgruppe mit Mittelwerten von 8 bis 11 pg/mi
einen fast immer héheren Verlauf. Die Placebogruppen-Messwerte bewegten
sich im Mittel zwischen 7 und 9 pg/ml. Lediglich an Tag 17 fand sich mit 12
pg/ml ein einmalig deutlicher erhéhter Wert, der den Kurvenverlauf sichtbar
beeinflusst. Zwischen den beiden Patientengruppen bestand kein statistisch
signifikanter Unterschied.

Das nachfolgende Diagramm zeigt den Verlauf der Messwerte beider Gruppen

im Untersuchungszeitraum.
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Abb. 05: Mittelwerte und Standardfehler des basalen TNFa-Plasmaspiegels.

Im Hinblick auf die Plasmaspiegel von TNFa nach ex vivo Vollblutstimulation mit

Lipopolysaccharid fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen

der Verum- und der Kontrollgruppe. Augenfallig war jedoch, dass die Werte der

Verumgruppe in der ersten Woche deutlich héhere Werte bis

673 pg/ml im

Mittel zeigten, um sich dann im Verlauf dem Spiegel der Kontrollgruppe

anzunahern und sogar darunter zu fallen.
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Abb. 06: Mittelwerte und Standardfehler der TNFa-Plasmaspiegel nach ex vivo

Vollblutstimulation mit Lipopolysaccarid.

3.4 Ergebnisse — Interleukin 10

Der Plasmaspiegel des Zytokin IL 10 zeigte Uber die ersten acht Tage des
Studienzeitraums im Gegensatz zur Kontrollgruppe in der Verumgruppe
deutlich erhdhte Messwerte. Diese fielen dann im weiteren Verlauf wieder ab
und néherten sich dem Niveau der Kontrollgruppe, ohne dies jedoch zu
erreichen. Die Spanne der Verum-Mittelwerte erstreckte sich von 14 pg/ml bis
62 pg/ml. Auffallig war, dass einige Patienten in dieser Gruppe wiederholt zu
ausgepragten Konzentrationsschwankungen des IL 10 neigten. Ob es sich
hierbei um falsch hohe Messwerte handelt, bleibt zu diskutieren. In der
Kontrollgruppe fanden sich an Tag 7 und 8 bei dem gleichen Patienten zwei
JAusreil3er, die in der graphischen Darstellung der Ergebnisse gut

nachzuvollziehen sind. Sonst zeigte der Plasmaspiegel im Verlauf ein eher
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stabiles Niveau mit Werten zwischen 9 und 16 pg/ml. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen beiden Patientengruppen zeigte sich an den
Tagen 5 bis 7 und 9 bis 13. Im folgenden Diagramm sind diese Werte mit einem

Stern gekennzeichnet.
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/ \
20 T T \ R

10%-- T 1

1 2 3 45 6 7 8 910111213 141516171819 2021
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Abb. 07: Mittelwerte und Standardfehler der IL10-Plasmaspiegel. *: p<0.05 Placebo vs.

Verum.

3.5 Ergebnisse — Routineimmunparameter

Im Rahmen der Studienroutinediagnostik wurden Werte fir die Expression von
HLA-DR auf Monozyten, IL 6 mit gleichzeitiger Berechnung des IL 6/IL 10
Verhaltnisses, PCT sowie die klassischen Entziindungsparameter CRP und die
Zahl der Leukozyten erhoben.

Die Expression des monozytaren Oberflichenmarkers HLA-DR, als Mal3 fur die

zellulare Immunkompetenz zeigte an den Tagen 2 bis 6 einen signifikanten
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Unterschied zwischen der Verum- und Placebogruppe. Ab Tag 3 zeigten die
Messungen in der Verumgruppe fur den Verlauf der ersten 9 Tage einen
deutlichen Anstieg im Verhaltnis zur Kontrollgruppe, um sich dann in der
verbleibenden Zeit der anderen Kurve wieder anzundhern. Der
Spitzenmittelwert an Tag 13 lasst sich durch einen ,Ausreil3er” bei einem
einzelnen Patienten erklaren. Das langsame, aber stetige Steigen der
gemittelten Messwerte in der Kontrollgruppe reflektiert die spontane Erholung
der Immunkapazitat, ausgedriickt durch eine gestiegene Expression von HLA-
DR.

800
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700
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12 3 456 7 8 91011121314151617181920212223

Zeit [d]

Abb. 08: Mittelwerte und Standardfehler der HLA-DR Expression auf Monozyten.
*: p<0.05 Placebo vs. Verum. Der Pfeil bezeichnet den Zeitpunkt der ersten
GM-CSF/Placebo Gabe.

IL 6 fungierte als ein weiterer Marker zur Erfassung der Immunkompetenz und

zeigt in beiden Gruppen zu Beginn der Intervention deutlich fallende Werte, was
neben der Depression der monozytaren HLA-DR Expression auf eine
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Immunparalyse hindeutet. Dies ist fiur diese Interventionsstudie von grol3er
Bedeutung, um zu verhindern, dass Patienten wahrend der Hyperinflammation
mit GM-CSF behandelt werden, was einen mdglichen schadlichen Effekt haben
konnte. Beide Gruppen zeigen einen vergleichbaren niedrigen Grundspiegel mit
vereinzelten kurzzeitigen Erhdhungen, die in der Verumgruppe starker
ausfallen. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Verum- und
Placebogruppe fand sich jedoch nicht. Diese abrupten deutlichen Anstiege des
Plasmaspiegels traten bei vereinzelten Patienten, zu erkennen am grof3en
Standardfehler, in beiden Gruppen auf und reflektieren Ereignisse, die im
klinischen Alltag als ,Second” oder ,Third Hit* bezeichnet werden. Ursache
hierfir kdnnen Ereignisse wie ein erneuter septischer Schub, ungeplante

Operationen oder Schockzustande aus anderen Ursachen sein.
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Abb. 09: Mittelwerte und Standardfehler des IL6 Plasmaspiegels. Der Pfeil bezeichnet
den Zeitpunkt der ersten GM-CSF/Placebo Gabe.
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Der Kurvenverlauf des IL6 zu IL10 Verhaltnisses, der im nachfolgenden
Diagramm dargestellt ist, zeigt sich in den ersten zwei Studienwochen in beiden
Gruppen als vergleichbar. In der letzten Studienwoche kommt es zu einem
kurzzeitigen steilen Anstieg in der Placebogruppe, um dann zum Ende wieder
auf das Niveau der Verumgruppe abzufallen. Grundlegend urséachlich fur diesen
steilen Anstieg sind massiv erhohte IL6 Werte bei einem einzelnen Patienten

der Placebogruppe bei sonst eher niedrigen Werten.
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Abb. 10: Mittelwerte und Standardfehler des IL6/IL10 Verhaltnisses.

Die CRP Plasmaspiegel zeigen in beiden Gruppen einen parallel verlaufenden,
stetigen Abfall von knapp 200 mg/l zu Beginn der Studie, um dann in der
Verumgruppe wahrend der zweiten Studienwoche zunachst wieder deutlicher
anzusteigen als in der Kontrollgruppe. Am Ende des Beobachtungszeitraums
zeigen die Plasmaspiegel beider Gruppen wieder ein vergleichbares Niveau,

nachdem die Werte der Kontrollgruppe im Verlauf der dritten Woche tber dem
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Spiegel der Verumgruppe lagen. Statistisch lieR sich kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen nachweisen.
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Abb. 11: Mittelwerte und Standardfehler des CRP Plasmaspiegels. Der Pfeil bezeichnet

den Zeitpunkt der ersten GM-CSF/Placebo Gabe.

Der Plasmaspiegel des Procalcitonins zeigt in der Verumgruppe initial deutlich
hohere Mittelwerte, wahrend der Plasmaspiegel der Kontrollgruppe auf einem
niedrigen Niveau stabil verlauft, sich jedoch im Verlauf der zweiten
Studienwoche dem der Kontrollgruppe angleicht. Bei der Betrachtung des
Kurvenverlaufs der Verumgruppe ist zu bedenken, dass im Vergleich zu den
anderen Patienten dieser Gruppe bei einem Patienten im Verlauf der ersten
Tage deutlich h6here Procalcitoninwerte nachweisbar waren und so das Niveau

entscheidend beeinflusst wurde.
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Abb. 12: Mittelwerte und Standardfehler von Procalcitonin. Der Pfeil bezeichnet den

Zeitpunkt der ersten GM-CSF/Placebo Gabe.

Wie bei einer Gabe von GM-CSF mit myeloproliferativen Eigenschaften zu
erwarten, konnte zwischen der Verum- und der Placebogruppe ein statistisch
signifikanter Unterschied gemessen werden. Dies trifft fir die Tage 2 bis 16
nach Beginn der Intervention zu. Im Mittel stieg die Leukozytenanzahl in der
Verumgruppe nicht tber 37.000/nl. In der dritten Studienwoche fiel die
gemessene Anzahl wieder ab und zeigte am Ende mit der Kontrollgruppe
vergleichbare Werte. Die Kurve der Placebogruppe beschrieb einen relativ

gleichmagigen Verlauf Gber den Studienzeitraum.
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Abb. 13: Mittelwerte und Standardfehler der Leukozytenanzahl. Signifikante Messpunkte

sind mit einem Stern gekennzeichnet. Der Pfeil bezeichnet den Zeitpunkt der
ersten GM-CSF/Placebo Gabe.

3.6 Ergebnisse der klinischen Beobachtung

Das vom Hersteller angegebene Profil mdglicher unerwiinschter Wirkungen des
in der Studie verwendeten rhGM-CSF (Sargramostim, Leukine®) umfasst,
neben hamatologischen Veréanderungen wie Leukozytose und
Thrombozytopenie, Allgemeinsymptome wie Fieber, Ubelkeit und Erbrechen,
Knochenschmerzen, Erytheme, Myalgien, Abgeschlagenheit, Synkopen oder
Schwindel. Ferner werden unterschiedliche kardiovaskulare Nebenwirkungen
wie Arrhythmien, periphere Odeme, Perikard- und Pleuraergiisse angegeben.
Weiterhin sind Stérungen im Respirationstrakt wie Dyspnoe und Verlegung der

LungengefalRe durch sequestrierte Granulozyten beschrieben. Dieses mdgliche
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Nebenwirkungsprofil ist im Kern auch von Hibel und Mitarbeitern (2002) in ihrer
Ubersichtsarbeit beschrieben worden.

Zur Erfassung moglicher Nebenwirkungen des verwendeten rhGM-CSF erfolgte
die taglich Beobachtung und Evaluation jedes Studienpatienten. Dabei wurden
unter anderem die Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten, ein maoglicher
Fieberanstieg an Tag 2 und 3 nach Erstgabe sowie die Delta MODS Werte fur

Respiration erfasst. Die Ergebnisse sind in Tabelle 05 zusammengefasst.

Tab. 05: Assessment moglicher Nebenwirkungen.
Placebo rhGM-CSF  p-Wert
Leukozytenzahl >60 (10%/nl) 0 3 0,1
Thrombozytenzahl <50 (10%/nl) 0 6 <0,01
Fieber >38,5°C an Tagen 2/3 7 5 0,5
Summe A MODS (Tagl-Tag3) fir -1 2
Respiration (Spanne) (-1 bis 1) (-1 bis 1) ’

Wie in der Tabelle veranschaulicht, findet sich lediglich bezlglich der
Thrombozytenzahl <50.000/nl ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
der Verum- und der Kontrollgruppe.

Bezlglich der eingangs genannten moglichen Allgemeinsymptome und der
kardiovaskularen Verédnderungen bot keiner der Studienpatienten Anhalt fur
eine unerwiunschte Medikamentenwirkung durch rhGM-CSF.

3.7 Ergebnisse der klinischen Scores

Zur Erfassung des Erkrankungsschweregrads im Studienverlauf wurde der
Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) und der Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA) taglich erfasst. Beide Scores zeigten keine statistisch

signifikanten Unterscheide zwischen den beiden Patientengruppen. In beiden
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Scores zeigt die Verumgruppe hohere Mittelwerte als die Kontrollgruppe.

Insgesamt verlaufen beide Kurven jedoch relativ parallel zueinander.

MODS Score
wu
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Abb. 14: MODScore im Verlauf.
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Abb. 15: SOFA Score im Verlauf.
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4 Diskussion

4.1 Kernaussagen

In der vorliegenden Arbeit ging es darum, den Einfluss von rhGM-CSF auf
Faktoren der humoralen Immunantwort bei Patienten mit schwerer Sepsis und

Immunparalyse zu untersuchen.

Zwischen den demographischen Daten der Verum- und der Kontrollgruppe
findet sich kein signifikanter Unterschied. Auch liel3 sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der jeweilige Gruppenmortalitat, den Aufnahme- und
Verlaufsscores oder der bei Studieneinschluss bestehenden monozytaren HLA-
DR Expression nachweisen. Die ermittelte Mortalitat des Patientenkollektivs ist
vergleichbar mit den Ergebnissen anderer europdischer Studien (Engel et al.
2007, Vincent et al. 2006). Die hier erhobenen Daten zeigen, dass alle
gemessenen Zytokine in der Verumgruppe héhere Werte ergaben als in der
Kontrollgruppe. Dies gilt mindestens fur die Dauer der ersten Woche wahrend
des Beobachtungszeitraums. Danach konnte in den meisten Fallen eine
spontane Normalisierung der Zytokinproduktion in der Kontrollgruppe
beobachtet werden. Diese Ergebnisse lassen sich unter anderem auch mit der
monozytaren HLA-DR Expression korrelieren, die in der Verumgruppe ebenfalls
einen statistisch signifikanten Initialanstieg zeigt und gegen Ende der Studie
eine spontan ansteigende Expression in der Kontrollgruppe aufweist. Im
Gegensatz dazu ist augenféllig, dass diese Beobachtung nicht fir die
gemessenen Plasmaspiegel des GM-CSFs qilt. Hier findet sich in der
Kontrollgruppe ein tber den Studienzeitraum stabiler, niedriger Spontanverlauf,
ohne dass die gemessenen Werte je ein vergleichbar hohes Niveau wie das der

Patienten der Verumgruppe erreichen.
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Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass sich unter Einfluss von rhGM-
CSF, insbesondere wahrend der ersten Studienwoche, allgemein eine héhere
Zytokinproduktion im Sinne einer gesteigerten Aktivitat von immunologisch
aktiven Zellen und Geweben findet. Dies legt die Vermutung nahe, dass rhGM-
CSF in vivo unterschiedliche Wirkung zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf
der humanen Immunantwort hat. Es scheint in der Lage zu sein, eine
kompromittierte Immunantwort wahrend der Immunparalyse, die bei allen
Studienpatienten zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses vorherrschte, positiv

zu beeinflussen.

4.2 Methodenkritik

Die vorliegende Arbeit ist eine randomisierte, placebokontrollierte und
doppelblinde Phase-II-Studie. Dieses Studiendesign bot gute Voraussetzungen
fur qualitativ hochwertige und aussagekraftige Ergebnisse.

Ein anerkanntes Problem von Sepsis-Studien in der Intensivmedizin ist die
grof3e Heterogenitat der Studienpopulationen bezuglicher des Alters, der Co-
Morbiditat, der auslésenden Ursache und Erreger und der Stratifizierung der
Patienten (Vincent et al. 2002). Den meisten Studien liegen die SIRS/Sepsis-
Kriterien der Konsensuskonferenz des ,American College of Chest Physicians®
und der ,Society of Critical Care Medicine* (ACCP/SCCM, Bone et al. 1992)
zugrunde. Seitens der Forschung ist in der Vergangenheit wiederholt kritisch
angemerkt worden, dass diese Kriterien zu unspezifisch seien und die
Voraussetzungen fir ein SIRS daher zu schnell erfllt sind, mit der Folge, dass
Patienten zu fruh in Studienkollektive eingeschlossen werden. Alle Ansatze, die
ACCP/SCCM Kiriterien grundlegend zu veréndern oder einheitlich geltende
Alternativen wie das PIRO-Konzept (Predisposition, Infection, Response, Organ
Dysfunction) zu implementieren (Levy et al. 2001), haben sich in der breiten

klinischen Anwendung nicht durchgesetzt. Daher wurden fur die

59



4 DISKUSSION

Einschlusskriterien der vorliegenden Studie ebenfalls die ACCP/SCCM
Leitlinien fur SIRS und Sepsis zugrunde gelegt.

Um der Forderung von Wissenschaftlern wie Angus, Vincent und Kox bezuglich
einer besseren Stratifizierung und zeitlichen Planung der Intervention
nachzukommen, wurden die Einschlusskriterien und der Beginn der Intervention
um die regelméafkige Bestimmung der monozytdren HLA-DR-Expression als ein
Malf3 der immunologischen Kompetenz eines Patienten erganzt.

Die Bestimmung der Expression des MHC Klasse Il Rezeptors HLA-DR ist in
einer Vielzahl von Studien als Marker fir Immunkompetenz evaluiert worden. In
der vorliegenden Studie wurde die Messmethode verwendet, die Nebe in einem
1998 veroffentlichen Artikel vorgestellt hatte. Hierbei wird die Dichte von HLA-
DR Komplexen auf Monozyten, die ihrerseits zuvor durch eine Markierung des
fur sie  spezifischen CD 14  Rezeptors abgegrenzt  wurden,
durchflusszytometrisch bestimmt. Diese wird als mittlere
Immunfluoreszensintensitat ausgedrickt, das heildt, dass die Intensitat des vom
Fluorochrommarkers emittierten Lichts mit der Anzahl der HLA-DR Komplexe
korreliert. Die Standardisierung erfolgt mit Hilfe von Kalibrations- und
Kontrollansatzen. Die Vergleichbarkeit der erzielten Ergebnisse zwischen
verschiedenen Institutionen ist abhangig von der Genauigkeit, mit der die
Zellfarbung und die Herstellung der Kalibrations- und Kontrollansatze
durchgefiihrt werden, sowie von den verwendeten Zytometern und unterliegt
somit einer gewissen Variabilitat. Zwar gibt es mittlerweile ein kommerziell
hergestelltes Test-Kit fir HLA-DR von der Firma Becton Dickinson (BD
Quantibrite© HLA-DR /Monocyte Reagent), das zum Zeitpunkt der vorliegenden
Untersuchung noch nicht in einer Multicenterstudie evaluiert worden war (Docke
et al. 2005), weswegen fur die vorliegende Studie die Methode nach Nebe
(Nebe 1998) verwendet wurde.

Neben dem immunologischen Marker HLA-DR auf Monozyten sind  zur
Stratifizierung und Verlaufsbeobachtung des Patientenkollektivs neben dem
pradiktiven Score APACHE 1l (Knaus et al. 1985) zwei weitere
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Punktwertsysteme zur Erfassung des Erkrankungsverlaufs angewendet
worden. Zum einen der Multiple Organ Dysfunction Score (J.C. Marshall et al.
1995) und zum anderen der Sepsis-related organ failure assessment Score (J.
L. Vincent et al 1994). Alle Scores sind an grof3en Patientenkollektiven
hinsichtlich ihrer Aussagekraft international getestet und validiert worden.
Dennoch sind Scoresysteme nicht das geeignete Mittel zur Objektivierung der
individuellen  Krankheitsprognose, da die komplexen Vorgdnge und
Interaktionen, die parallel im Zuge eines septischen Geschehens ablaufen,
nicht ausreichend abgebildet werden (Angus 2000).

Beziglich der Bestimmung anderer immunologischer Marker in der Studie, wie
zum Beispiel GM-CSF, TNFa, IL 6 und IL10, wurden kommerzielle Assays von
verschiedenen Firmen, u.a. Quantikine®, R&D Systems, Minneapolis, USA;
Immulite® DPC Biermann, Bad Nauheim, verwendet. Bei diesen Test-Kits
handelt es sich im Falle von GM-CSF um einen ELISA, der mit quantitativer
Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik operiert. Die methodische Grundlage
der Zytokinbestimmung bildet ein Chemilumineszenz-Immunoassay, der
semiautomatisch valide und standardisierte Ergebnisse liefert. Dennoch gilt
auch bei diesen Test-Kits wie schon bei der Bestimmung von HLA-DR, dass die
Ergebnisse einer mdglichen Variabilitdt unterliegen, die sich aus der Methode
und deren Handhabung ergeben.

Keine Kklinische Untersuchung, welche die Bestimmung verschiedener
Parameter zur Grundlage hat, ist vor dem Auftreten gegen falsch hoher oder
falsch niedriger Messergebnisse gefeit. Um die Mdglichkeit zu haben, mégliche
falsche Ergebnisse erneut zu Uberprifen, wurde fir jeden Tag und

Messparameter eine ,Probenbank® aus Untersuchungsmaterial angelegt.

Die Intervention in der vorliegenden Studie bestand in der subkutanen Injektion
von rekombinantem humanen GM-CSF (Leukine®, Wirkstoff: Sargramostim) in
einer Dosis von 4ug/kg. Die Applikation des Studienmedikaments Uber einen

subkutanen Weg wurde gewahlt, da sich durch die langsame Resorption aus
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dem subkutanen Fettgewebe eine langere Wirksamkeit ergibt. Die Wahl fiel auf
GM-CSF als Interventionsmedikament, da in multiplen klinischen
Studiensettings  gezeigt werden  konnte, dass es eine gute
immunmodulatorische Wirkung bei Patienten mit einer durch verschiedene
Ursachen kompromittierten Immunfunktion hat. Williams und Mitarbeiter wiesen
in zwei Studien von 1998 an Blut von septischen Patienten ex vivo nach, dass
GM-CSF eine initial gestorte monozytare Funktion und die Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen wieder herstellen kann. Zu vergleichbaren
Ergebnissen kamen Flohé et al. in verschiedenen ex vivo Studien 1999 und
2003 bei Patienten mit Sepsis, mit SIRS nach schwerem Trauma oder nach
kardiopulmonalen Bypass. Ein weiterer Grund fur die Wahl von GM-CSF waren
die im Vergleich zu Interferon y deutlich geringer ausgepragten
Nebenwirkungen, insbesondere wird tber keine Toxizitat berichtet (Hubel et. al
2002). Eine der Vorlauferstudien unserer Arbeitsgruppe (Nierhaus et al. 2003)
zeigte zudem vielversprechende Ergebnisse bei guter Vertraglichkeit der
Studienmedikation, so dass eine kontrollierte, randomisierte, doppelt

verblindete Interventionsstudie gerechtfertigt erschien.

Ein weiteres grundlegendes Problem von klinischen Sepsis-Studien ist die
Tatsache, dass die meisten Untersuchungen nur kleine Patientenkollektive
umfassen, so dass sich mdgliche Therapieeffekte nicht nachweisen lassen.
Urséachlich hierfir ist die im Vergleich zu anderen Erkrankungen, wie zum
Beispiel dem akuten Myokardinfarkt, relativ kleine Anzahl mdglicher Patienten
pro Institution sowie Aspekte der Praktikabilitdt und Finanzierbarkeit in der
Intensivmedizin  (Angus 2000). Daraus lasst sich die Forderung nach
multizentrischen  Studien ableiten, wenn man valide, wegweisende
Studienergebnisse erzielen mdchte, um so die seit Jahren auf niedrigem Niveau
stagnierenden Uberlebensraten bei SIRS und Sepsis zu verbessern. Die oben
geschilderte Problematik gilt auch fur die vorliegende Studie. Die Grol3e des

Studienkollektivs von 32 Patienten wurde zum einen so gewahlt, da sich in den
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oben genannten Vorlauferstudien unserer Arbeitsgruppe gezeigt hatte, dass
diese Anzahl ausreicht um einen Effekt von GM-CSF auf die angeborene
Immunantwort abzuschéatzen, zum anderen waren 32 Patienten eine Anzahl,
die realistischerweise in einem akzeptablen Zeitraum eingeschlossen werden
konnten.

Die Erfassung und der konsekutive Einschluss der geplanten 32 Patienten mit
der anschlieBenden Erhebung und Bestimmung der zu messenden Parameter
nahm mehr als zwo6lf Monate in Anspruch. Es konnten Daten gewonnen
werden, die den wissenschaftlichen Anforderungen gentigen, mit ihrer Aussage
die oben genannten Forderungen unterstreichen und den dazu notigen
Aufwand rechtfertigen kénnen. Ein Vorteil von monozentrischen Studien ist die
geringe Variabilitdt im Hinblick auf diagnostische und therapeutische Konzepte

innerhalb einer Klinik.

In Bezug auf die Fragestellung, mit der die in der vorliegenden Studie
gewonnenen Datensatze betrachtet werden kdnnen, sind eine Reihe weiterer
Ansatze vorstellbar, wie zum Beispiel der Vergleich von Uberlebenden und
verstorbenen Patienten und deren Gruppenzugehoérigkeit. Hierauf ist jedoch
bewusst verzichtet worden, da diese Untersuchung zunachst den unmittelbaren
Effekt von GM-CSF auf die humorale Immunantwort beleuchten sollte. Hierzu
gibt es in der derzeitigen Literatur nur entfernt vergleichbare Veroéffentlichungen,
die unter analogen Untersuchungsbedingungen qualitativ &hnlich gute
Ergebnisse gewinnen konnten. Ferner besteht auch bei dieser Studie die
Problematik, dass im Hinblick auf Morbiditat und Mortalitat aufgrund des relativ
kleinen Studienkollektivs von zweimal 16 Patienten kaum statistisch signifikante

Schlusse gezogen werden kénnen.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse im Einzelnen und Einordnung

in den Stand der Wissenschaft

Die Demographie der beiden Patientengruppen im Studienkollektiv ist im
Hinblick auf Zusammensetzung bezlglich des mittleren Alters, der
Geschlechtsverteilung, der Erkrankungsart und Erkrankungsschwere sowie der
Mortalitdt reprasentativ flur eine intensivmedizinische Klinik in einem
Krankenhaus der Maximalversorgung und unterscheidet sich zwischen den
Gruppen nicht. Gleiches gilt fir die ermittelte Gesamtmortalitéat von 38 %. Diese
entspricht der Sterblichkeit, die unter anderem in zwei grol3en europaischen
Studien (Engel et al. 2007, Vincent et al. 2006) dokumentiert worden ist. Auch
der hohere Anteil an mannlichen Patienten in beiden Studiengruppen stellt kein
ungewodhnliches Merkmal dar (Muiller-Werdan et al. 2005). Die ermittelten
Infektionslokalisationen innerhalb der Studienpopulation decken sich nicht ganz
mit den Erkenntnissen der Multicenterstudien von Vincent und Kollegen aus
2006. Diese konnten die Lunge in 68%, das Abdomen in 22%, den
blutkulturellen Erregernachweis in 20% und den Urogenitaltrakt in 14% der
Falle als Infektionsfokus identifizieren. In unserer Studie hingegen litten 31%
der Patienten an einer Peritonitis, 25% an einer Pneumonie, 22% an einer
Pankreatitis, gefolgt von 13% der Patienten mit einer Pankreatitis und
schlieBlich 9% mit einer Mediastinitis. Ursachlich hierfir mag das
klinikspezifische  Erkrankungsspektrum mit vielen viszeralchirurgischen

Patienten sein.

Seit in den spéten 90er Jahren durch eine Vielzahl von Studien klar geworden
war, dass es sich bei SIRS und Sepsis um eine bi- beziehungsweise
triphasische Krankheitsentitiat handelt (Bone et. al. 1996), in der sich hyper-
und hypoinflammatorische Episoden abwechseln oder parallel vorliegen, ist
versucht worden, modulierend in den Krankheitsprozess einzugreifen.

Ein Ansatz dabei ist die Verwendung des rekombinanten Wachstumsfaktors

GM-CSF. Die klinische Zulassung des Medikaments beschrankt sich auf den ex
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und in vivo Einsatz bei hamatologischen Erkrankungen nach Radio- und
Chemotherapien sowie zur Gewinnung von pluripotenten Stammzellen. Neben
diesen myeloproliferativen Eigenschaften von GM-CSF konnte seit Mitte der
80er Jahre in einer Reihe von Grundlagenstudien gezeigt werden, dass dieser
Faktor die immunologische Kompetenz von reifen Lymphozyten, Monozyten
und Makrophagen initieren und verstarken sowie die Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen induzieren kann (Root et al. 1999). Als
Konsequenz aus diesen Erkenntnissen wurde in nachfolgenden Studien die
Fahigkeit von GM-CSF untersucht, die im Zuge von prolongierter Sepsis
bestehende Immunparalyse (Kox et al. 2000, Volk et al. 1996) wieder
aufzuheben.

Williams und Mitarbeiter haben 1998 in zwei kontrollierten Studien an derselben
Gruppe von zwolf septischen Patienten zeigen kénnen, dass GM-CSF in der
Lage war ex vivo eine bestehende funktionelle monozytare Refraktaritat
gegenuber Lipopolysaccharid (LPS) wieder aufzuheben. Als Marker fir die
wiederhergestellte immunologische Kompetenz dienten dabei die monozytare
Fahigkeit zum ,Respiratory Burst” und die Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen, wie zum Beispiel TNF a und IL 1. Ferner konnte demonstriert
werden, dass GM-CSF zusatzlich die Expression von monozytaren
Oberflachenproteinen wie HLA-DR, CD 14 und CD 71 hochregulieren und das
Auftreten des programmierten Zelltods (Apoptose) von Monozyten
abschwéchen konnte.

Die Arbeitsgruppe um Flohé konnte in zwei verschiedenen, kontrollierten in vitro
Studien vergleichbare Ergebnisse demonstrieren.

Die 1999 veréffentliche Untersuchung zeigte an jeweils neun Patienten mit
Polytrauma, Sepsis oder Zustand nach grof3en kardiochirurgischen Eingriffen,
dass deren Kapazitdt zur LPS-stimulierten TNFa Produktion gestort und die
monozytare HLA-DR Expression im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
reduziert, beziehungsweise supprimiert war. Die stimulierte TNFa Ausschuittung

erreichte in allen Gruppen nach ex vivo Behandlung der Proben mit GM-CSF
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deutlich gesteigerte Werte. Im Falle der kardiochirurgischen Patienten war
zusatzlich die postinterventionelle HLA-DR Expression bestimmt worden, die
unter der Behandlung wieder praoperative Ausmalie erreichte.

In 2003 veroffentlichten Flohé und Mitarbeiter eine prospektive, kontrollierte
Studie an 16 Patienten mit schwerem Trauma. Fur diese konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass GM-CSF in der Lage ist, die durch das schwere

Trauma gestérte Immunantwort in vitro wieder herzustellen.

Diese vielversprechenden Erkenntnisse aus den GM-CSF in vitro Studien
legten nahe, die Giltigkeit dieser Feststellungen in einer randomisierten,

kontrollierten und prospektiven Studie in vivo zu tberprufen.

Presneill und Mitarbeiter haben 2002 in einer randomisierten, kontrollierten,
doppelblind Phase-lI-Studie die Wirkung einer finftagigen intraventsen Gabe
von GM-CSF bei 18 kritisch kranken Patienten mit schwerer Sepsis und akutem
Lungenversagen (ARDS) untersucht. Sie konnten zeigen, dass GM-CSF die
Fahigkeit hat, den Gasaustausch zu verbessern. Zusatzlich stiegen in der
Verumgruppe die Leukozytenanzahl und deren Kapazitdt zur Produktion von
mikrobiziden Superoxiden sowie die Phagozytosefunktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe an, eine Beobachtung, die zur erwarteten Wirkung von GM-CSF
passt. Die Beobachtungen erreichten jedoch keine statistische Signifikanz und
es ergaben sich keine Mortalitatsunterschiede.

In 2001 hat die Arbeitsgruppe um Mels in einer randomisierten, kontrollierten
Phase-lI-Studie die Wirkung von perioperativer GM-CSF Gabe auf die
Immunkompetenz von acht Patienten kurz vor und nach resezierenden
Eingriffen aufgrund eines Kolorektalkarzinoms untersucht. Es konnte
demonstriert werden, dass postoperativ in der Verumgruppe neben deutlich
erhohten Monozytenzahlen auch eine signifikant erhdhte HLA-DR Expression

als Ausdruck einer gesteigerten immunologischen Kompetenz  bestand.
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Weitere gemessene immunologische Marker zeigten in der Behandlungsgruppe
ebenfalls gesteigerte Werte.

Rosenbloom et al. zeigten in einer im Jahr 2005 veréffentlichten Studie an 40
septischen Patienten, jedoch unter Ausschluss von Kranken mit septischem
Schock oder Organversagen, dass die intravendse Gabe von GM-CSF neben
der Hochregulation von leukozytaren Oberflachenmarkern, wie zum Beispiel
HLA-DR, eine signifikante Verbesserung oder sogar Heilung der
zugrundeliegenden Infektion auszulésen vermochte.

Ahnliche Beobachtungen konnten an 60 neutropenischen Neugeborenen mit
den klinischen Zeichen einer Sepsis ebenfalls gemacht werden (Bilgin et al.
2001). Dort fuhrte die subkutane Gabe von GM-CSF Uber sieben Tage zu einer
statistisch signifikanten Reduktion der Mortalitat in der Behandlungsgruppe auf

10 % im Vergleich zur konventionell behandelten Studiengruppe.

In der vorliegenden Studie wurde Uber einen im Vergleich zu bisher
veroffentlichen Untersuchungen deutlich langeren Zeitraum von bis zu 21
Tagen GM-CSF oder Placebo bei Patienten mit schwerer Sepsis und
Immunparalyse subkutan appliziert.

Wie zu erwarten, zeigten sich ab Tag zwei der Intervention in der Verumgruppe
ein deutlich erhéhter GM-CSF Plasmaspiegel. Die Univariatanalyse ergab einen
statistisch signifikanten Unterschied (p <0,05) zu den Patienten der
Kontrollgruppe an sechs Tagen des Studienzeitraums. Auffallig war, dass in der
Placebogruppe, deren Messwerte die endogene GM-CSF Produktion
reflektieren, der Zytokinspiegel sich fur die Dauer des Messzeitraums auf einem
stabilen, nahezu linear verlaufenden, niedrigen Niveau im Mittel um 2 pg/ml
befand. Als Erklarung hierfir kommen mehrere Griunde in Betracht. Es ist
maoglich, dass die endogen produzierte Menge GM-CSF rasch von Geweben
und Zellen mit GM-CSF Rezeptoren gebunden wird beziehungsweise vor allem
lokal parakrin wirkt und so in der Zirkulation nicht mehr im grél3eren Malf3

nachweisbar ist (Presneill 2000), oder dass sich die Zytokinspiegel
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maoglicherweise unter der Nachweisgrenze der ELISA-Kits bewegen. Auch
konnte die endogene GM-CSF Synthese bei Patienten in der Immunparalyse
deutlich reduziert sein, wie Williams et al. 1998 gezeigt haben. Ahnliche
Beobachtungen haben Presneill und Mitarbeiter 2000 verdffentlicht. Die
spontanen GM-CSF Plasmaspiegel bei 82 Patienten, die im Unterschied zu
unserem Patientenkollektiv in der Frihphase der SIRS/Sepsis beziehungsweise
des septischen Schocks waren, betrugen im Mittel weniger als 0,1 ng/ml. Auch
die gesunden Kontrollpatienten zeigten im Wesentlichen keine Uber die
Nachweisgrenze erhohten Werte. Im Gegensatz dazu fanden Perry und
Mitarbeiter 2002 bei ihrer Untersuchung von 53 septischen Patienten im Mittel
deutlich hohere Werte fur GM-CSF. Mit einem selbstentwickelten ELISA wurden
im Mittel GM-CSF Plasmaspiegel zwischen 420 pg/ml (verstorbene septische
Patienten) und 720 pg/ml (gesunde Kontrollpatienten) gemessen. Dabei konnte
eine signifikante Korrelation zwischen einem erniedrigtem GM-CSF Spiegel und
einer erhéhten Mortalitat nachgewiesen werden. Torre et al. haben 2003 bei 52
Patienten mit SIRS oder Sepsis ebenfalls unmittelbar nach dem Beginn der
Erkrankung im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten signifikant erhohte GM-
CSF Plasmaspiegel gefunden, die im Verlauf von sieben Tagen eine
signifikante Abnahme der gemessenen Werte zeigten.

Zum Vergleich und der anschlielenden Bewertung der Daten unserer Studie
mit den oben genannten Untersuchungen muss bertcksichtigt werden, dass
sich deren Studiendesign bezuglich Messzeitpunkt und Untersuchungsdauer
deutlich von unserem Vorgehen unterscheidet. Zusatzlich wurden in diesen
Studien ELISA-Kits verwendet, die zum Teil selbst entwickelt waren oder nur
eine geringe Sensitivitat hatten. Bei der Interpretation unserer Daten lasst sich
festhalten, dass die Beobachtungen von Torre et al. (2003) bestatigt werden.
Zum Zeitpunkt der Immunparalyse, die bei unseren Patienten vorherrschte,
scheint die beschriebene progrediente Suppression der endogenen GM-CSF
Produktion weiterhin zu bestehen. Daher erscheint die Gabe von GM-CSF mit

seinen beschriebenen immunmodulatorischen Qualitaten wahrend der
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hypoinflammatorischen Phase gerechtfertigt, um moglicherweise eine

Verbesserung der immunologischen Kompetenz zu erzielen.

Der Tumornekrosefaktor Alpha als eines der wichtigsten proinflammatorischen
Zytokine wird unter anderem von stimulierten Monozyten produziert. Im Zuge
der Immunparalyse zeigt sich eine deutlich kompromittierte monozytare
Fahigkeit, TNFa zu produzieren (Wolk et al. 2000), was durch eine ex vivo
Stimulation von Vollblutproben mit Lipopolysaccharid (LPS) und der
anschlieBenden Messung des TNFa Spiegels uberpriuft werden kann. Um die
Wirkung GM-CSF auf die TNFa Synthese zu untersuchen, wurde im
Studienkollektiv zunéchst jeweils der basale TNFa Spiegel gemessen. Es zeigte
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. Jedoch
waren die ermittelten Werte in der Verumgruppe tendenziell héher, was fur eine
spontane Synthese von TNFa im Sinne einer gesteigerten immunologischen
Grundaktivitdt sprechen kann. Diese Beobachtung kdnnte auf den Effekt von
GM-CSF zuruckzufuhren sein. An Monozyten gesunder Probanden konnte ex
vivo nachgewiesen werden, dass eine Stimulation mit GM-CSF Uber einen
Zeitraum von mehreren Tagen eine spontane TNFa Ausschittung ohne
zusatzlichen LPS-Reiz ausgeltst werden kann (Kreutz et al. 1999). Eine weitere
in vitro Studie konnte diese Ergebnisse nicht bestatigen (Williams et al. 1998).
Allerdings wurden die Proben von zwdlf septischen Patienten lediglich fur zwei
Stunden mit der Studienmedikation inkubiert.

Zur Beurteilung der Immunkompetenz ist die ex vivo TNFa-Stimulation von
Vollblut mit LPS in vielen Studien validiert worden. Die Ergebnisse unserer
Studie zeigten in der Verumgruppe in den ersten zwei Wochen des
Untersuchungszeitraums im Gegensatz zur Kontrollgruppe deutlich erhéhte
Messwerte, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen. Dennoch
korrelieren diese Beobachtungen mit den Ergebnissen einer Reihe von in vitro
und in vivo Studien, bei denen ein zum Teil signifikanter Zusammenhang

zwischen der Gabe von GM-CSF und einer verbesserten oder
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wiederhergestellten TNFa Synthese in verschiedenen Patientengruppen gezeigt
werden konnte (Lendemans et al. 2007, Nierhaus et al. 2003, Flohé et al. 2003
und 1999, Kreutz et al. 1999, Williams et al. 1998). Die ferner zu beobachtende
Annaherung der Zytokinspiegel der Placebogruppe an die Werte der
Verumgruppe in der dritten Studienwoche scheint flr eine spontane Erholung
der immunologischen Kompetenz dieser Patienten zu sprechen. Einen
ahnlichen Verlauf zeigten die von Flohé et al. in 2003 und Lendemans et al. in
2007 gemessenen Werte bei Patienten nach schwerem Trauma, bei denen sich
nach einer initial deutlich reduzierten Immunantwort, die TNFa Synthese wieder

spontan erholt.

Da GM-CSF neben proinflammatorischen  Zytokinen auch  die
Synthesekapazitat von antiinflammatorischen Mediatoren wie zum Beispiel
Interleukin 10 zu beeinflussen vermag, haben wir in der vorliegenden Studie
dieses zusatzlich bestimmt. Die Datenlage hierzu ist jedoch kontrovers. Es gibt
Studien, die eine unter GM-CSF gesteigerte IL10 Synthese bei Patienten mit
SIRS oder Sepsis nachweisen konnten (Lendemans et al. 2007, Williams et al.
1998) oder auch bei gesunden Spendern (Hartung et al. 2000),
beziehungsweise bei Patienten direkt nach Trauma beziehungsweise bei der
Kontrollgruppe aus gesunden Probanden (Flohé et al. 2003). Dagegen stehen
Beobachtungen, dass GM-CSF keine Wirkung auf die IL 10 Ausschittung zu
haben scheint (Nierhaus et al. 2003), wobei dies zum Teil von der
Erkrankungsschwere abzuhangen scheint (Flohé et al. 2003), oder diese sogar
zu supprimieren vermag (Kreutz et al. 1999, Hennemann et al. 1998). Mdgliche
Griunde fur diese divergierenden Beobachtungen sind mannigfaltig. Eine Rolle
spielen konnte eine mdgliche unterschiedliche Wirkung von GM-CSF auf
immunologische Zellen in vitro und in vivo, da im Organismus die
mediatorgesteuerte Rekrutierung von neuen Monozytenpopulationen einen
Einfluss auf den Zytokinspiegel nehmen kann, der in vitro nicht moglich ist.

Ferner kbnnen die verschiedenen Studienpopulationen in verschieden Stadien
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ihrer Immunantwort und mit unterschiedlichen Komorbiditaten ein Rolle in
diesem Zusammenhang spielen.

Unsere Ergebnisse zeigen einen deutlichen, zum Tell statistisch signifikanten
Unterschied zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe. So steigt der
IL10 Spiegel nach Beginn der Gabe von GM-CSF rasch an und bleibt fir die
Dauer der ersten Studienwoche auf hohem Niveau. Danach fallen die
Messwerte bis fast in den Bereich der Placebogruppe ab. Zum Teil fanden sich
taglich ausgepragte Spiegelschwankungen bei einigen Patienten in der
Verumgruppe. Urséachlich hierfir kdnnen immunologisch wirksame Ereignisse
wie zum Beispiel ein erneuter Endotoxinreiz oder eine Revisionsoperation sein,
bei denen es auch zu einer antiinflammatorischen Gegenregulation kommen
kann. Der im Kurvenverlauf der Kontrollgruppe an Tag sieben gut erkennbare
JAusreilRer® lasst sich auf einen massiven Messwertanstieg eines einzelnen
Patienten zurtckfihren, der kurz danach verstorben ist. Ob eine massive
antiinflammatorische Reaktion im Zuge der vorherrschenden Immunparalyse
bei gleichzeitig ausgepragt reduzierter Expression von monozytarem HLA-DR
(Volk et al. 1996) bei diesem Patienten urséchlich ist, bleibt spekulativ.

In der Zusammenfassung liel3 sich fir unser Patientenkollektiv eine signifikant
gesteigerte IL10 Ausschuttung unter dem Einfluss von GM-CSF zeigen. Dies
lasst sich moglicherweise als eine kompensatorische Gegenregulation im Sinne
eines negativen ,Feedback Mechanismus® interpretieren.

In der taglichen Routinediagnostik wurden, neben den klassischen
Entzindungsmarkern wie CRP und der Leukozytenzahl, die Expression von
monozytarem HLA-DR, sowie die Plasmaspiegel von IL 6 und PCT bestimmt.
Die Expression von HLA-DR als Ausdruck der immunologischen Kompetenz
war neben den ACCP/SCCM Kiriterien fiur SIRS und Sepsis der entscheidende
Parameter fur den Studieneinschluss und die konsekutive Randomisierung der
Patienten. Entsprechend den Erfahrungen aus eigenen Vorstudien und den
Ergebnissen aus Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurde der ,Cut off*

bei < 200 mittlerer Immunfluoreszenzintensitat (MFI) festgelegt, da unterhalb
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dieser HLA-DR-Rezeptordichte von einer gestérten Monozytenfunktion im
Sinne einer Immunparalyse auszugehen ist, die mit einer schlechten Prognose
fur den Patienten einhergeht (Nebe 1998). Um sicherzustellen, dass die Gabe
des proinflammatorischen Zytokins GM-CSF nicht in einer
hyperinflammatorischen Phase erfolgte, was mit fur den Patienten
maoglicherweise nachteiligen Nebenwirkungen héatte verbunden sein kdnnen,
wurde zusatzlich das proinflammatorische Zytokin IL6 bestimmt und nur bei
deutlich fallenden Messwerten ein Studieneinschluss erwogen. Damit wurde im
Studiendesign den von vielen Autoren aufgestellten Forderungen nach einer
genaueren Patientenstratifizierung und einer biologischen Zeitplanung der
Intervention Rechnung getragen (Napolitano 2005, Trapnell 2002, Vincent et al.
2002).

Unsere Ergebnisse fur die HLA-DR Expression auf Monozyten zeigen in der
Verumgruppe im Verlauf der ersten neun Tage einen zum Teil signifikanten
Unterschied (p<0,05) zur Placebogruppe. Ab Tag drei nach Interventionsbeginn
kam es zu einem steilen Anstieg der HLA-DR Expression, die bis Studienende
wieder leicht abfiel, jedoch deutlich tber 300 MFI blieb. Unter der Wirkung von
GM-CSF kam es somit zu einer dauerhaften Hochregulation der monozytaren
HLA-DR Expression. Diese Ergebnisse korrelieren mit den Resultaten anderer
in vivo Studien. Rosenblom et al. fanden 2005 bei 40 SIRS-Patienten, dass
GM-CSF die signifikant supprimierte HLA-DR Expression wieder in Richtung
normaler Werte stimulieren konnte. Zu vergleichbaren Schlissen kommen
Nierhaus et al. 2003 bei der Untersuchung von neun Patienten mit septischer
Immunparalyse, bei denen GM-CSF die monozytare Immunkompetenz wieder
herstellen konnte. Auch die perioperative Gabe von GM-CSF bei 16 Patienten
mit Kolorektalkarzinomen fihrte zu einer gesteigerten HLA-DR Expression, und
verhinderte den sonst nach schweren Traumata beobachteten Abfall der
Rezeptordichte (Mels et al. 2001).
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Die Patienten der Kontrollgruppe in unserer Studie boten Uber den
Beobachtungszeitraum eine langsame spontane Erholung der monozytéren
HLA-DR Expression, die ab der dritten Woche Werte um 300 MFI und dartber
zeigte. Diese Tendenz zu einer spontanen Wiederherstellung einer initial
kompromittierten  zellularen  Immunkompetenz  fand sich auch in
Untersuchungen bei Patienten nach schwerem Trauma (Lendemans et al.
2007, Flohé et al. 2003) und bei Patienten nach kardiopulmonalen
Bypassoperationen (Bérgermann et al. 2007). Ahnlich wie in der vorliegenden
Studie konnten Tschaikowsky et al. 2002 eine spontane Erholung der HLA-DR
Expression innerhalb von zehn bis 14 Tagen nach Beginn der Immunparalyse

bei 23 Patienten mit schwerer Sepsis beobachten.

Wie eingangs erwahnt erfolgte der Studieneinschluss der Patienten nur bei
sicher fallenden Interleukin 6 Werten. Unsere gemessenen IL6 Werte zeigen
nach dem initialen Abfall in beiden Gruppen einen sich kaum unterscheidenden
Verlauf mit vereinzelten Spitzen, die fir sogenannte ,Second“ oder ,Third Hit"
Ereignisse stehen. Ursachlich fur eine solche Episode kdnnen ein erneuter
septischer Schub durch zum Beispiel nosokomiale Infektionen, grol3e
Sekundaroperationen oder andere Faktoren sein, die zu einer immunologischen
Aktivierung fuhren. Hierbei fallen die gemessenen Werte in der Verumgruppe
tendenziell deutlich héher aus, ohne sich jedoch statistisch signifikant zu
unterscheiden. Dies kdonnte wie im Fall von TNFa zumindest Hinweis auf eine
gesteigerte Immunantwort sein. Diese Tendenz zu hdheren Werten in
Serumproben von Patienten, die GM-CSF als Studienmedikation ex und in vivo
erhielten, wurde von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls gezeigt (Mels et al.
2001, Flohé et al. 1999, Williams et al. 1998, Hennemann et al. 1998). Nierhaus
et al. hingegen konnten 2003 in ihrer in vivo Studie keine erhohten IL6
Serumspiegel unter GM-CSF Behandlung feststellen. Zwar umfasste diese

Studienpopulation wie in unserer Untersuchung Patienten mit Immunparalyse,
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jedoch war die Studienlange mit drei Tagen deutlich kirzer, so dass der direkte
Vergleich der Ergebnisse nur bedingt mdglich ist.

Das Verhaltnis der pro- und antiinflammatorischen Zytokine IL6 und IL10 ist als
Marker fur Erkrankungsschwere und Prognose bei Sepsis beschrieben worden
(Taniguchi et al. 1999). Die in der vorliegenden Untersuchung bestimmten IL6/
IL10 Verhaltniswerte zeigen fur die ersten zwei Wochen einen vergleichbaren
Verlauf in beiden Studiengruppen. Danach kommt es zu einem starken Anstieg
der Werte in der Placebogruppe, was auf deutlich erhéhte IL6 Werte bei einem
einzelnen Patienten und gleichzeitig im Verhaltnis niedrigen IL10 Werten
zuruckzufiihren ist. Dies verzerrt den Kurvenverlauf etwas. Somit ist die
Aussagekraft unter der vorliegenden Fragestellung begrenzt.

Studien mit GM-CSF, die auch den Verhaltniswert beider Zytokine untersucht
haben, gibt es nach unserem Kenntnisstand nicht.

Die Messwerte der Routineentziindungsmarker CRP und PCT wiesen keinen
signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen auf. Beide Marker zeigten
einen deutlichen Abfall der Messwerte nach Beginn der Intervention mit GM-
CSF, gleiches gilt jedoch auch fur die Kontrollgruppe. Das CRP steigt bei
beiden Behandlungsgruppen in der zweiten beziehungsweise dritten Woche
spontan wieder an. Urséachlich hierflr sind die ermittelten Serumspiegel bei
wenigen Patienten. Da unter anderem IL6 die Produktion und Freisetzung von
Akute-Phase-Proteinen stimuliert (Fraunberger et al. 2007), von denen das
CRP eines der wichtigsten ist, und der Kurvenverlauf des IL6 mit dem des CRP
in der Tendenz korreliert, liegt der Schluss nahe, dass der CRP-Anstieg mit
modglichen ,Second“ und ,Third Hit* Ereignissen in Zusammenhang steht, die
sich in den gemessenen IL6 Werten widerspiegeln.

Der grundlegende Trend zu einem Abfall der Messwerte nach Studienbeginn
bei septischen Patienten korreliert mit den Ergebnissen anderer Beobachtungs-

und Interventionsstudien (Nierhaus et al. 2003, Tschaikowski et al. 2002).
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Wie bei GM-CSF mit seinen myeloproliferativen Eigenschaften zu erwarten,
zeigt sich in der Verumgruppe ein deutlicher, fir den zweiten bis 16. Tag
statistisch signifikanter Unterschied der Leukozytenanzahl im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p <0,05). Die gemessenen Leukozytenzahlen stiegen um das
bis zu 2,2-fache des Ausgangswerts auf im Mittel 37.000/nl. In der letzten
Studienwoche fiel die Leukozytenzahl in der Behandlungsgruppe wieder auf mit
der Placebogruppe vergleichbare Werte ab. Ursachlich hierflr kdnnte eine tber
den Studienzeitraum entstandene Toleranzentwickelung des
myeloproliferativen Gewebes sein. Vergleichbare Beobachtungen haben
andere Autoren in Interventionsstudien mit GM-CSF nicht gemacht (Orozco et
al. 2006, Rosenbloom et al. 2005, Nierhaus et al. 2003, Mels et al. 2001),
jedoch ist bei keiner dieser Studien ein vergleichbar langer Interventions- und

Beobachtungszeitraum gewahlt worden.

Die klinische Beobachtung der Patienten bot keinen Anhalt fir eine relevante
Nebenwirkung der Studienmedikation. Insbesondere fand sich keine
Verschlechterung der respiratorischen Funktion der Patienten, was als eine der
gravierendsten Nebenwirkungen beschrieben worden ist, die bei der Gabe von
GM-CSF auftreten kann. Allerdings sank die Thrombozytenzahl in der
Behandlungsgruppe auf ein Niveau von unter 50.000/nl, was auf eine
Verschiebung des Gleichgewichts zu Gunsten der Myelopoese unter der GM-

CSF-Wirkung zurtickzufuhren sein kann.

Die Ergebnisse fir den Outcome Score APACHE Il sowie die Verlaufsscores
MODS und SOFA ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen der
Verum- und der Kontrollgruppe. Damit konnte gezeigt werden, dass die beiden
Gruppen hinsichtlich ihrer Erkrankungsschwere durchaus vergleichbar waren.
Diese Score-Systeme eignen sich jedoch nicht, um sichere Aussagen Uber die
Individualprognose eines Patienten zu machen (Mdller-Werdan et al. 2005). Es

bedarf einer weiteren Uberarbeitung und Verbesserung dieser Systeme, um die

75



4 DISKUSSION

komplexen pathologischen Ablaufe, die die Entwicklung und den Verlauf von
SIRS und Sepsis steuern, besser abzubilden (Marshall 2005).

Abschlie3end lasst sich festhalten, dass bisher bezlglich Umfang und Dauer
keine vergleichbare Studie zur immunmodulatorischen in vivo Wirkung von
rhGM-CSF bei SIRS und Sepsis veroffentlicht worden ist. Insbesondere ist der
Einfluss auf zentrale Zytokine der Immunantwort bisher wenig untersucht
worden. Die Interventionsdauer der in diesem Abschnitt mit unseren
Ergebnissen vergleichend diskutierten GMCSF in vivo Studien betrug im Mittel
zwischen drei und sieben Tagen. Der Umfang der bertcksichtigten Parameter
zur Erfassung und Obijektivierung der Medikamentenwirkung reichte von
lediglich klinischer Beobachtung oder Erfassung von hamatologischen Markern
(Orozco et al. 2006, Bilgin et al. 2001) bis zur Bestimmung von
immunologischer Zellfunktion oder Oberflachenmolekulen, beziehungsweise
pro- und antiinflammatorischen Marker sowie Scorewerten (Presneill et al.
2002, Nierhaus et al. 2003, Rosenbloom et al. 2005). Einen grundlegenden
Unterschied gilt es zu betonen. Bis auf die vorliegende Untersuchung hat keine
der bisher veroéffentlichen GM-CFS-Interventionsstudien das Patientenkollektiv
in vergleichbarer Weise immunologisch stratifiziert, um den wahrscheinlich
optimalen Zeitpunkt fir die Gabe der Studienmedikation zu bestimmen. Der
Einschluss der Patienten erfolgte in der Regel, sobald die Patienten die
ACCP/SCCM Leitlinien fur SIRS und Sepsis erfillten, ohne jedoch die
Immunantwortlage der Patienten genauer zu bestimmen.

In den letzten Jahren ist es in der Intensivmedizin gelungen, mittels ,Early Goal
Directed Organ Support Therapy“, gezielt und frihzeitig gegebener Antibiotika
sowie durch eine Verbesserung des Beatmungsmanagements und den Einsatz
extrakorporaler Nierenersatzverfahren den septischen Schock in der Friihphase
besser zu beherrschen. Viele der Sepsispatienten versterben dann jedoch im
weiteren Verlauf an nosokomial erworbenen, infektiosen Erkrankungen in der

Phase der Immunparalyse. Daraus ergibt sich die logische Konsequenz, weiter
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nach Therapiemdglichkeiten zu suchen, die in dieser Phase der Erkrankung zu
einer Senkung der Morbiditat und Mortalitat beitragen kénnen. Um die in der
Vergangenheit enttduschenden Ergebnisse immunmodulatorischer
Therapieansatze zu verbessern, scheint es unabdingbar, eine immunologische
Charakterisierung des individuellen Patienten vorzunehmen, um konsekutiv
eine moglichst malRgeschneiderte Immuntherapie beginnen zu kénnen. Diese
Forderung ist in der Literatur immer wieder aufgestellt worden (Schefold et al.
2008, Marshall 2005, Vincent et al. 2002, Angus 2000), fand aber bisher wenig
Berucksichtigung.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Phase der Immunparalyse des
septischen Patienten. Das Patientenkollektiv wurde im Hinblick auf die
immunologische Kompetenz stratifiziert, bevor eine Intervention mit GM-CSF
begonnen wurde, um so den Interventionszeitpunkt moglichst zu optimieren. Da
die zellvermittelte Immunkompetenz durch eine Vielzahl unterschiedlichster
Mediatoren gesteuert wird und der Einfluss von GM-CSF in vivo auf diese
bisher wenig erforscht ist, lag hier der Untersuchungsschwerpunkt dieser
Studie. Es konnte demonstriert werden, dass GM-CSF insbesondere in der
ersten Phase der Immunparalyse die Zytokinproduktion zu steigern vermochte.
Dies spricht fur eine verbesserte Aktivitat des zellularen Immunsystems zu
einem Zeitpunkt, zu dem die Anfalligkeit fir einen ,Second Hit* durch eine
opportunistische Erkrankung und der damit verbundenen Erkrankungsspirale
bis hin zu einem ,chronischen Multiorganversagen® (Schefold et al. 2008) hoch
ist. Die Erkenntnisse dieser Studie erganzen das Gesamtverstandnis fur
mdgliche immunmodulatorische Therapieansatze und zeigen, dass es weiterer
differenzierter, standardisierter und multizentrischer Studien mit grol3eren
Patientenzahlen bedarf, um die nahezu unverandert hohe Morbiditdt und
Mortalitdt bei Sepsis durch die Entwicklung neuer, gezielter Strategien zu

senken.

7



5 ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

SIRS und Sepsis sind trotz grof3er Fortschritte in Erforschung und Therapie der
Erkrankung immer noch eine der haufigsten Todesursachen in der
Intensivmedizin. Es handelt sich um eine komplexe Krankheitsentitat, bei der
hyper- und hypoinflammatorische Phasen abwechselnd oder gleichzeitig
vorliegen. Diese werden durch eine Vielzahl von pro- und antiinflammatorischen
Mediatoren gesteuert, deren Funktion und Vernetzung bisher nur wenig
verstanden ist. In der Phase der =zellularen Immunparalyse ist der
Intensivpatient anfallig fir nosokomiale Infektionen. Fir den humanen
Wachstumsfaktor GM-CSF konnte gezeigt werden, dass er ex vivo eine

gestorte zellulare Immunantwort wieder herstellen kann.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Wirkung von GM-CSF auf Faktoren der
humoralen Immunantwort in vivo bei Patienten im Zustand der Sepsis
bedingten Immunparalyse zu untersuchen. Die hierbei gemachten
Beobachtungen weisen daraufhin, dass die im Zuge von schwere Sepsis und
septischen  Schock gestérte immunologische Kompetenz sich im
Krankheitsverlauf Uber zehn bis 14 Tage spontan erholen kann. Wéhrend des
Zustands der Immunparalyse ist das Risiko einer Sekundarinfektion immens
erhoht. GM-CSF scheint in der Lage zu sein, auch in vivo die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen im Sinne einer verbesserten Immunantwort zu
stimulieren und damit den Zeitraum bis zur spontanen Wiedererlangung
immunologischer Abwehrféahigkeiten zu verkirzen sowie so méglicherweise das
,Outcome* des Intensivpatienten zu verbessern. Es bedarf jedoch weiterer und
groerer Studien, um diese Aussagen zu sichern und die Messung der
immunologischen  Kompetenz  zur  zuverlassigen  Stratifizierung des
Intensivpatienten zu standardisieren. Die letzten 20 Jahre der Sepsisforschung
haben gezeigt, dass man von der Idee einer einzelnen ,Magic Bullet” abricken

muss. Vielmehr bedarf es eines Vvielgleisigen, fur den Patienten
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mafigeschneiderten therapeutischen Vorgehens, das sich an der jeweiligen
Phase der Erkrankung orientiert. Die hyperinflammatorische Frihphase der
Sepsis wird in der modernen Intensivmedizin immer besser beherrscht, so dass
das Stadium der Immunparalyse in den Focus der Forschung riicken sollte.
Wenn die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt werden sollten, ware GM-CSF ein
potentes Therapeutikum, um immunmodulatorisch in den Krankheitsverlauf

einzugreifen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

ACCP
ACVB

AK
APACHE Il
APC
ARDS
CARS

CD
CDC
CRP
FACS
HLA-DR
IL

kD

LPS
MARS
MFI
MHC
MODS
MOV
PAMP
PCT
PPR
rhGM-CSF

SCCM
SIRS

American College of Chest Physicians
Aorto-Coronarer-Venen-Bypass

Antikdrper

Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il
Antigen prasentierende Zellen

Acute Respiratory Distress Syndrom
Compensatory Antiinflammatory Response
Syndrome

Cluster of Differentiation

Centers for Disease Control and Prevention

C reaktives Protein

Fluorescence activated Cell Sorting

Human Leukocte Antigen DR

Interleukin

Kilodalton

Lipopolysaccaride

Mixed Antiinflammatory Response Syndrom

Mean Fluorescence Intensity

Major Histocompatibility Complex

Multiple Organ Disfuction Score
Multiorganversagen

Pathogen-associated Molecular Patterns
Procalcitonin

Pattern-Recognition Receptors

recombinant human Granulocyte Macropharge -
Colony Stimulating Factor

Society of Critical Care Medicine

Systemic Inflammatory Response Syndrome
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SOFA
SPSS
TGFB
TLR

TNFa

Sequential Organ Failure Assessment
Statistical Package for the Social Science
Transforming Growth Factor 3

Toll-like Receptors

Tumor Necrosis Factor a
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