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1 Einleitung

1.1. Fragestellung

Trotz einer deutlichen Verbesserung der therapeutischen Moglichkeiten, stellen Sepsis,
SIRS und septischer Schock weiterhin die Haupttodesursachen auf nicht
kardiologischen Intensivstationen weltweit dar (Angus et al., 2001). Eine Senkung der
Mortalitat bei septischen Patienten konnte in den letzten Jahren lediglich durch
supportive intensivmedizinische Mallnahmen, wie zum Beispiel die Anpassung der
Beatmungsstrategien bei Acute-Respiratory-Distress-Sydrom (ARDS) oder dem
frhzeitigem Einsatz von Hamodialyse bei akutem Nierenversagen (ANV), erreicht
werden. Die immunologischen Vorgange konnten aber nicht direkt beeinflusst werden,
obwohl die Vorgange innerhalb des Immunsystems immer genauer erforscht werden
(Friedman et al., 1998).

Von einigen zu Beginn vielversprechenden Ansatzen, fanden jedoch nur die Ergebnisse
der PROWESS-Studie im klinischen Alltag eine Anwendung durch den Einsatz des
Medikamentes Xigris®. In jungster Vergangenheit, wurde durch die ADDRESS-Studie
jedoch gezeigt, dass auch diese Therapie nicht universell wirksam und einsetzbar, ja
sogar mit erheblichen Risiken verbunden ist.

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert keine Therapie, welche die Uberschiel3ende
Entzindungsreaktion am Beginn der Immunreaktions- Kaskade nachhaltig steuern kann
und somit fruhzeitig Schaden verhindert.

Im Rahmen der gram-negativen Sepsis besteht eine Endotoxinamie. Ein Bestandteil von
gram-negativen Bakterien ist Lipopolysaccharid (LPS). Es wird als Pathogen vom
angeborenen Immunsystem erkannt woraufhin es zu einer spezifischen Immunantwort
kommt.

Das Verstandnis von der Pathophysiologie der Sepsis wird als Schlussel zu Diagnostik-
und Therapieansatzen gesehen. Aus diesem Grund sind Endotoxinamie - Modelle

haufig Gegenstand der Grundlagenforschung.
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Vielversprechende Ansatzpunkte stellen die Mediatorstoffe der Zellkommunikation, die
Zytokine und Chemokine dar. Diese Stoffe koordinieren eine Vielzahl von Reaktionen im
Organismus.

Am Beginn der Immunantwort steht eine Infektion mit Bakterien, Pilzen, Viren oder
Protozoen bzw. deren Bestandteilen.

Um in die Sepsis-Kaskade zu therapeutischen Zwecken gezielt eingreifen zu kdnnen,
sind deren Signalwege Ansatzpunkte der Forschung.

Bei der Literaturrecherche zum Thema Lipopolysaccharid und Sepsis fallt auf, dass es
wenig grundlegenden Studien gibt, die einzelne Lipopolysaccharid (LPS)-Derivate
verschiedener Bakterienstdmme miteinander in ihren Effekten auf einzelne Zytokine und
Chemokine vergleichen. Hinzu kommt die Tatsache, dass immer wieder LPS-Sorten
unterschiedlicher Bakterienstamme in den Studien verwendet werden, so dass ein
direkter Vergleich der Ergebnisse erschwert wird.

Zudem wird in Studienmodellen die Frage, welches Bakterienderivat am besten
geeignet ist, oft vernachlassigt. Es hat sich jedoch bereits gezeigt, dass die Endotoxine
verschiedener Bakterien-Stamme unterschiedliche Effekte zeigen kdnnen.

In einem Letalitats-Modell Uber Endotoxamie von TNF und LT double Knock-Out
Mausen uberlebten alle Tiere (n=10) nach intraperitonealer Applikation von 2 mg LPS
des Bakteriums Escherichia coli. Bei der gleichen Dosis LPS von Salmonella thyphosa
hingegen starben alle Tiere (Netea et al.2001).

Tatsachlich findet sich ein unerklarter Widerspruch in der Literatur. Trotz des scheinbar
protektiven Effektes von neutralisierenden, monoklonalen anti-TNF-a Antikorpern
reagierten TNF-a- oder TNF-a Knock-Out Mause in Studien mit LPS von Escherichia
coli sehr empfindlich auf den todlichen Effekt von LPS (Beutler et al.,1985; Bagby et
al.,1991; Tracy et al.1987; Zanetti et al.,1992).

Der Grund fur diese gegensatzlichen Ergebnisse kdnnte die tatsachliche Quelle der

LPS-Provokation sein, der Bakterienstamm.

Die vorliegende Ex-vivo Studie untersucht zum einen die generelle Stimulationsfahigkeit
von Lipopolysacchariden verschiedener Bakterienstdmme auf reprasentative Zyto- und

Chemokine und zum anderen den zeitlichen Verlauf sowie die Dosisabhangigkeit.
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Die Ergebnisse wurden bereits 2002 im Rahmen der 25. Conference on Shock Big Sky,
Montana als Postersitzung demonstriert und 2003 im International Journal of Molecular
Medicine veroéffentlicht (Mathiak et al., 2003).

Maoglicherweise lassen sich Studien, die unterschiedliche Lipopolysaccharid-Arten
verwenden, nicht miteinander vergleichen. Eine genauere Darstellung der
Expressionskinetik von Zytokinen und Chemokinen kann bei der Kklinischen
Frihdiagnostik und Therapie der Sepsis hilfreich sein, da das Verstandnis der
Funktionswege des Immunsystems unabdingbar flr spatere Ansatzpunkte im Rahmen
der Entwicklung und klinischen Anwendung von Medikamenten ist. Diese Medikamente
setzen auf molekularer Ebene an und kénnen die Richtung der Reaktionskaskade

verandern.

1.2. Sepsis

1.2.1 Definition

Das Wort "Sepsis” kommt aus dem Griechischen und bedeutet Faulnis.

Die Sepsis ist die lebensbedrohliche Verlaufsform einer Infektion, die von Bakterien,
Pilzen, Viren oder Protozoen ausgeldst wird.

Diese kann durch Wanderung des Erregers, aber auch von begrenzten lokalen
Infektionen ausgehen (Krause und Gubler, 1999). Es kommt im infizierten Organismus
zu Uberschiellenden Reaktionen mit einer Aktivierung endogener Entzindungs-
mediatoren.

Nachdem verschiedene Stadien durchlaufen werden, kann diese spezielle Form der

Infektion in einem Schock mit irreversiblem Kreislauf- und Organversagen enden.

Bis 1991 existierte keine einheitliche Nomenklatur und Definition der Sepsis, was den
Umgang mit diesem Krankheitsbild erschwerte.

Aus diesem Grund legte in den USA die Konsensus-Konferenz des American College of
Chest Physicans / Society of Critical Care Medicine 4 Stadien der Sepsis mit flielendem

Ubergang fest.
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Anhand klinischer Aspekte, sowie patho-physiologisch zeitgemaliem Verstandnis wird

Sepsis definiert als:

—

. ein klinisches Syndrom

2. eine durch Infektion ausgelOste, systemische, inflammatorische Reaktion,

3. die durch kontinuierliche oder periodische, von einem Herd ausgehende Invasion
pathogener Mikroorganismen oder

4. deren toxischer Produkte verursacht wird sowie

5. durch die Produkte der inflammatorischen Reaktion unterhalten werden kann und

6. entweder zum Uberwinden der Infektion oder zum Tod des Wirtsorganismus

durch Multiorganversagen fuhrt.

1.2.2. Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der Sepsis sei hier am Beispiel von gram-negativen Bakterien
dargestellt, da in der vorliegenden Arbeit ausschliellich gram-negative
Bakterienstamme verwandt wurden. Im Falle der gram-negativen Bakterien wird durch
mikrobielle Zellwandbestandteile, den sogenannten Endotoxinen (Lipopolysaccharide,

LPS), eine Entzindungskaskade ausgelost (Abbildung 1).

Infizierter Organismus

Makrophage

MD-2

R
— D TLR-4 Cd14

Abbildung 1: Beginn der Entziindungskaskade nach der Infektion des Organismus mit LPS



Es findet eine Aktivierung des Komplementsystems innerhalb des Gerinnungssystems
und Entzindungszellen statt. Initial spielen die Makrophagen eine bedeutsame Rolle.
Uber diese drei Wege kommt es unter anderem zur Ausschiittung von Prostaglandinen
und Leukotrienen, Endothelin und Tumor-Nekrose-Faktor, Interleukin-1 (IL-1),
Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-y (IFN-y). Es kommt in der Folge
zu einer Endothelschadigung der Gefalde, die verantwortlich ist fur eine Zunahme der
Gefallpermeabilitat (leaking) und durch Veranderungen im Gerinnungssystem zur
Entstehung von Mikrothromben (Abbildung 2). Hinzu kommen Veranderungen des
Gefalltonus. Die Permeabilitditszunahme bewirkt ein so genanntes ,capillary leak®, d.h.
es kommt zu einer FlUussigkeitsverschiebung ins Interstitium; der Tonusverlust der
Arteriolen bewirkt eine Senkung des Blut- und Perfusionsdruckes und die lokale
Vasokonstriktion sowie die Eroéffnung von arterio-venésen-Shunts fUhren zu einer
ungenugenden Durchblutung der Organe.

Zytokine wie TNF-o fuhren zudem Uber den Hypothalamus zu Fieber und wirken
hemmend auf die Myokard-Kontraktilitdt, wodurch die Zirkulation noch weiter

eingeschrankt wird.
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Abbildung 2: Entstehung von mikrovaskuldren Thromben
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1.3. Bakteriamie und Endotoxamie

In der vorliegenden Arbeit werden nicht die Zytokin-Reaktionen bei Sepsis im
eigentlichen Sinne untersucht, sondern es handelt sich um eine Bakteriamie bzw. um
eine Endotoxamie, da es nicht zu einer konstanten oder periodischen Vermehrung von
Bakterien und deren Ausschwarmen in die Blutbahn kommt, wie dies bei einer Sepsis
der Fall ist.

Bei einer Bakteriamie handelt es sich definitionsgemal vielmehr um ein
,vorubergehendes Vorhandensein von Bakterien im Blut, wobei es (...) weder zur
Vermehrung der Bakterien im Blut noch zur Absiedlung der Infektion in andere Organe

kommt“ (Pschyrembel, Klinisches Worterbuch, Auflage 257).

Bei den Experimenten dieser Arbeit wurden zudem keine vollstandigen Bakterien
benutzt, sondern nur Membranbestandteile, das Endotoxin LPS. Es handelt sich also
um ein Endotoxamie-Modell. Dieses Modell bietet sich fur die Grundlagenforschung der
Sepsis an, da das Augenmerk auf einen bestimmten Fokus gerichtet ist. So kann
gezielter untersucht werden, wie die Zytokine auf verschiedene Endotoxine und

konsekutiv auf verschiedene Bakterienstamme reagieren.

1.4. Lipopolysaccharid (LPS)- Historie

Richard Pfeiffer (1858-1910), ein Mitarbeiter des Robert-Koch-Institutes fur Infektions-
krankheiten in Berlin, untersuchte bereits vor 100 Jahren die Toxin-Schock auslésenden
Eigenschaften von Cholera Bakterien bei Meerschweinchen.

Der Wissenschaftler stellte die Theorie auf, dass es einen hitzestabilen Ausloser
innerhalb der Bakterienzelle geben musse, und bezeichnete diesen als ,Endotoxin®, um
ihn von dem bereits bekannten Exotoxin zu unterscheiden.

Etwa zur gleichen Zeit begann der amerikanische Forscher William B. Coley (1862-
1936) am Memorial Hospital in New York, Patienten mit inoperablen Sarkomen mit einer
Mischung aus lebenden und spater auch abgetoteten gram-negativen Serratia-

marcescens-Stammen und gram-positiven Streptokokken zu behandeln. Diese
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Behandlung zeigte jedoch oft bei den behandelten Patienten starke Nebenwirkungen mit
hohem Fieber und Schockreaktionen. Trotzdem flhrte diese Impfung, die als ,Coley’'s
toxin“ bezeichnet wurde, zur Remission der Tumore.

Ahnliche Effekte beobachtete auch Hans Buchner aus Miinchen an Tiermodellen. Als
Reaktion beobachtete er zudem eine Starkung des Immunsystems.

Heute ist es nachgewiesen, dass diese Effekte durch Lipopolysaccharide (LPS) in der
Bakterienwand hervorgerufen wurden.

In den 40-er und 50-er Jahren wurden als Erstes die LPS-Sorten von Escherichia coli
und Salmonella enterica von Otto Westphal, Otto Luderitz und Fritz Bister vollstandig
erforscht (Alexander und Rietschel, 2001).

1.4.1. LPS - Aufbau und Struktur

Die Zellwand gram-negativer Bakterien setzt sich aus mehreren Schichten zusammen.
Die Schichten bestehen, von innen nach aullen betrachtet, aus der
Zytoplasmamembran und einer darauf liegenden, dunnen Murein-Schicht. Darauf folgt
ein periplasmatischer Raum, in dem sich Murein-Lipoproteine befinden, die die Murein-
Schicht mit der auReren Membran verbinden.

Eng aneinander liegende Lipopolysaccharide (LPS) sind ein wichtiger Bestandteil der
aulleren Membran verschiedener gram-negativer Bakterien, wie z.B. Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori und Neisseria meningitidis.
Lipopolysaccharide (LPS) sind aul3erst starke Stimuli des Immunsystems. Sie entfalten
Uber so genannte Toll-like Rezeptoren und CD14 Rezeptoren ihre Wirkung.
Lipopolysaccharide sind extrem hitzestabile, amphiphile Moleklle, die mit einer
lipophilen Region, dem sogenannten Lipid A und einer hydrophilen Poly- oder
Oligosaccarid-Region verknupft sind.

Der nach auf3en gerichtete Anteil der aulderen Membran besteht hauptsachlich aus dem
Lipid A-Anteil, der ca. 75% der gesamten Membrandicke ausmacht und zudem eine
hervorragende Schutzbarriere darstellt. Der innere Teil wird vornehmlich von

Phospholipiden und Porinen gebildet.
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O- spezifische Polysaccharid - Kette Kern - Glycolipid

@ o o N
00000080 880 ogmﬁ
® © © o o o%

Lipid A
O-spezifische (auBere) (innere)
Oligosaccharid
Untergruppe Kern-Oligosaccharide

Abbildung 3: Lipopolysaccharid (LPS)-Struktur, Endotoxin gram-negativer Bakterien

Wie die Abbildung 3 zeigt, besteht das LPS gram-negativer Bakterien aus einer Poly-
oder Oligosaccharid-Domane am terminalen Ende des Molekils. Diese Domane wird
nochmals aufgeteilt in die O-spezifische Kette, bestehend aus mehr als 50 sich
wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten, die sich wiederum in 2zwei bis acht
Monosaccharid-Gruppen teilen, die sehr artspezifisch sind. An diesem Teil des LPS-
Molekills bestehen die gréflten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Bakterienstammen.

Bakterien kdnnen nur mit dieser O-spezifischen Kette Uberleben, da sie die Bakterien
vor Phagozytose und Angriffen des Immunsystems schitzt. Hier ergibt sich ein
Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer medikamentdser Moglichkeiten zur Bekampfung
von Infektionen.

Der zweite Teil des Polysaccharidschwanzes besteht aus der so genannten ,Core
Region®, die wiederum in ein ,outer core” und ein ,inner core“ unterteilt wird.

Der ,outer core setzt sich vornehmlich zusammen aus Hexosen wie z.B. D-Glukose, D-
Galaktose, D-Glukosaminen und N-Acetylglucosaminen oder N-Acetylgalaktosaminen.
Der innere Teil, der dem Lipid A benachbart liegt, besteht bei den meisten gram-
negativen Bakterien aus den charakteristischen Monosaccharid-Einheiten 3-deoxy-D-
manno-octulosonic-Saure (dOcla), oder auch 2-keto-3-deoxyoctulosonic-acid (Kdo)

genannt, und L- oder D-glycero-D-manno-heptose (L, D-Hep).



17

Die Zuckersaure Kdo ist der charakteristische und essentielle Hauptbestandteil der
.inner core“-Region des bakteriellen LPS. Zudem wird er als diagnostischer Marker fir
LPS angesehen, an dem antibakterielle Substanzen ansetzen kénnen, um die LPS-
Biosynthese zu blockieren.

An die ,inner core“-Region schliel3t sich das Lipid A an, das im eigentlichen Sinne fur die
endotoxiamischen Eigenschaften des LPS verantwortlich ist. Bereits 1954 wurde dies
von Westphal und Luderitz postuliert. Nachdem herausgefunden wurde, dass die R-
Form des LPS von Bakterienmutanten, die lediglich aus Lipid A und Kdo besteht, die
volle endotoxische Aktivitat aufweist, konnte diese These weiter untermauert werden.
1975 konnte Galanos dann nachweisen, dass isoliertes Lipid A ebenso starke toxische
Aktivitat zeigt wie vollstandige LPS-Praparate.

1983 gelang es nach vielen Studien, das Lipid A von E. coli und S. enterica vollstandig
darzustellen.

Lipid A besteht aus einer zentralen B(1—6)-verbundenen D-Glukosamin-Disaccharid
Einheit, die an Position 1 a-glykosidal bzw. an Position 4 Uber eine Esther-Verbindung
mit Phosphat-gruppen verbunden ist.

Auf dieser Grundlage gelang es Shiba und Kusumoto 1984 zum ersten Mal,
Escherichia coli-Lipid A vollstandig synthetisch herzustellen.

In den folgenden Jahren konnten die LPS-Strukturen vieler gram-negativer Bakterien

untersucht und dargestellt werden (Alexander und Rietschel, 2001).

1.5. Wirkungsmechanismen des ,,PAMP* LPS auf der Ebene des angeborenen

Immunsystems

Wird ein Organismus von gram-negativen Bakterien infiziert, Gbt deren Endotoxin LPS
als starkster bekannter Stimulus des Immunsystems seine Wirkung auf die Zelle in
folgender Weise aus: Es geht eine Verbindung mit einem LPS-Bindungsprotein (LBP)
und dem membrangebundenen CD14 Antigen ein. CD14 wird von Monozyten,
membranstandigen Makrophagen, dendritischen Zellen und neutrophilen Granulozyten
exprimiert. Dieser Komplex benétigt dann noch einen weiteren Rezeptor um sein Signal

transmembranar in das Zellinnere weitergeben zu konnen.



18

Dieser Rezeptor-Typ wird als , Toll like Rezeptor® bezeichnet und in Form des Toll like
Rezeptors 4 (TLR4) von Janeway CA et al. 1997 erstmals identifiziert (Janeway et al.,
1997).

1.5.1. Toll like Rezeptoren (TLR)

Das Protein ,Toll" ist ein Transmembran Rezeptor der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster, der im Rahmen der angeborenen Immunitat der Fliege an der Abwehr
gegen Bakterien und Pilze beteiligt ist. Diesem Rezeptor entsprechend gibt es nun bei
Vertebraten die ,Toll like* Rezeptoren, die in vergleichbarer Weise Signalkaskaden im
Rahmen der mikrobiellen Abwehr aktivieren.

Toll like Rezeptoren nehmen eine wichtige Schllisselposition bei der Signallbertragung
ins Zellinnere ein.

Es wurden bereits 13 Mitglieder dieser Familie charakterisiert (Tabeta et al.,2004).

Die Toll like Rezeptoren 1, 2 und 4 (TLR1, TLR2, TLR4) sind auf der Zelloberflache
lokalisiert. Andere hingegen liegen in intrazellularen Kompartimenten (z.B. TLR7 und
TLR9) (Takeda et al., 2003).

Eine Vielzahl unterschiedlicher mikrobieller Bestandteile viraler oder bakterieller

Herkunft bilden die Liganden fUr die einzelnen Mitglieder dieser Rezeptoren-Familie.

Die Toll like Rezeptoren sind Typ | integrale Membran-Glykoproteine mit einem
Molekulargewicht von 90-115 kDa.

Das Lipopolysaccharid- Bindungsprotein (LBP) katalysiert den Transfer des LPS zur
Bindung an membrangebundene CD14-Zellen. CD 14 ist ein 55kDa grofes
Glykoprotein, dem das carboxyterminale Ende fehlt. Es ist damit nicht zu einer
intrazellularen Signaltransduktion fahig. Es entsteht eine funktionelle Einheit zwischen
dem CD14 Rezeptor und dem Toll like Rezeptor 4 (TLR 4).

Ein weiteres Molekul geht ebenfalls einen Bindungskomplex mit TLR4 ein, der Kofaktor
MD-2. So entsteht ein multimerer Erkennungskomplex.

MD-2 ist ein Cystein reiches Glykoprotein, welches 1999 von Shimazu et al. entdeckt
wurde. Seine drei bekannten Glykoformen haben ein Molekulargewicht zwischen 20 und

30kDa. Es ist nur in seiner monomeren Form biologisch aktiv und besitzt
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Chaperoneigenschaften in Verbindung mit TLR 4 (Shimazu et al, 1999 ; Re und
Stromminger, 2002).

Uber eine intrazelluldre, 150 Aminosduren groe TIR-Domane (Toll-IL-1R-Doméane)
findet die Signalvermittlung nach intrazellular Uber eine Dimerisierung des Rezeptors
statt und eine Signalkaskade wird aktiviert. Im Zellinneren sind dann bislang zwei
hauptsachliche Signalwege fur die LPS-Wirkung erforscht und in Einzelheiten
beschrieben. Beide Wege sind an ein Adaptermolekill, den sogenannten ,Myeloid-

Differenzierungs-Faktor-88“ (MyD88) gebunden.

1.5.2. Das Adaptermolekiil MyD88 und der von ihm abhangige Signalweg

Ist die Dimerisierung des Rezeptors erfolgt, kommt es zur Rekrutierung des TIR-
Domanen tragenden Adaptermolekuls ,Myeloid-Differenzierungs-Faktor-88“ (MyD88).
MyD88 ist ein bimolekulares Protein, welches aus einer aminoterminalen ,Death-
Domane® (DD) und einer carboxyterminalen Toll-Interleukin-1-Rezeptor (TIR)- Domane
besteht.

Der weitere Weg fuhrt dann tber die IL-1-Rezeptor-assoziierten Kinase (IRAK) und den
TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF-6).

Ab hier teilt sich der Weg auf. Die erste Moglichkeit des weiteren Verlaufs besteht in der
Aktivierung der IkB-Kinasen mit konsekutiver Phosphorylierung und Degradation von
IxB. Nach Losung von inhibitorisch wirksamem IxkB kommt es zur Translokation von NF-
kB in den Zellkern. Dort folgt dann die Transkription verschiedener proinflammatorischer
und regulatorischer Gene mit konsekutiver Auschittung einer bestimmten Zytokin-
Zusammensetzung.

An dieser Stelle gibt es auch einen inhibitorischen Regulationsmechanismus in Form
des in Monozyten und Makrophagen selektiv exprimierten ,IRAK-M®. IRAK-M wird nach
der Toll like Rezeptor- Stimmulation verstarkt exprimiert und verhindert eine Dissoziation
von |IRAK und MyD88 und somit die Bildung des IRAK/TRAF-6-Komplexes. Der
nachfolgende Weg ist unterbrochen.

Die zweite mdogliche Signalabfolge fuhrt Uber die Stimulation von Mitgliedern der

,mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen“- Familie (MAP-Kinasen) und der Transkriptions-
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faktoren .jun“ und ,fos“ zur gewlnschten Immunantwort (Takeda und Akira, 2004;
Alexander und Rietschel, 2001; Muzio et al., 1998).
Abbildung 4 verdeutlicht diese Reaktionen.

Zellwan

MAP-Kinasen

\

Transkriptions-
faktoren
Jun und fos

Abbildung 4: Signaltransduktion durch Toll like Rezeptor 4

1.5.3. Scavenger-Rezeptoren

Das Immunsystem halt noch weitere Mdglichkeiten zur Abwehr von LPS bereit, die zum
Beispiel die Wirkung auf die Zelle verhindern.

Wie von Hampton et al. 1991 beschrieben, ist Lipid A in der Lage, an so genannte
.Scavenger-Rezeptoren (SR)“ der Klassen A zu binden. Diese Rezeptoren sind

~<Abfangjager” fir LPS. Die LPS Aufnahme durch die Zelle wird so vermindert.
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SR-A Rezeptoren sind trimere transmembrane Glycoproteine, die von Makrophagen,
Leberzellen und Endothelzellen exprimiert werden und zudem durch Lipopolysaccharide
direkt stimuliert werden. Sie bestehen aus drei extrazellular gelegenen c-terminal
endenden, cystein-reichen Domanen, die Bindungsstellen fur LPS darstellen. Die
Zellwandverankerung erfolgt Uber einen langen, kollagenartigen Teil.

Derzeit sind drei Arten von SR-A bekannt: SR-A1, SR-A2 und SR-A3.

Es koénnte zudem sein, dass SRs nicht nur LPS abfangen, sondern dass die Bindung
LPS-SR auch zu einer Ausschittung von IL-1 flhrt, unter Umgehung des CD14-TLR
Signalweges (Miller und Krangel, 1992).

1.6. Die Mediatoren

1.6.1. Zytokine und Chemokine

Zytokine und Chemokine sind Entziindungsmediatoren, die von einer Vielzahl von
Zellen auf unterschiedliche Stimuli hin gebildet und sezerniert werden und als
intrazellulare Mediatoren zur Aktivierung von weiteren Zellen beitragen (Pschyrembel,
Klinisches Woérterbuch, Auflage 257).

Sie sind Gegenstand der Forschung in experimentellen und klinischen Studien in Bezug
auf verschiedene Krankheitsbilder, einschlief3lich der Entzindung, der Sepsis und des
ARDS (Dinarello, 1997; Luster, 1998).

Zu den ursprunglichsten pharmakologischen Stimuli fur die Zytokinproduktion gehort das
bakterielle Lipopolysaccharid (LPS).

Durch Stresssignale wie Bestandteile von Mikroorganismen, ultraviolettes Licht,
Hitzeschock oder Adharenz an fremde Oberflachen kommt es Uber mitogenaktivierte
Proteinkinasen (MAPK) zu deren Ausschuittung (a. Dinarello, 2000).

Sie besitzen eine gemeinsame Strukturbasis in Form von Aminosauresequenzen oder

der raumlichen Struktur, nach der sie in verschiedene Gruppen eingeteilt werden.

Wie Bone R.C. 1991 beschreibt, kbnnen Zytokine erstaunlicherweise in Kombination

andere Wirkungen zeigen als einzeln.
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Eine weitere Unterteilung kann anhand der pro-inflammatorischen bzw. anti-
inflammatorischen Eigenschaften vorgenommen werden, wobei bemerkt werden muss,
dass viele Zytokine sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Wirkungen aufweisen.
Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen zahlen Tumor Nekrose Faktor-a. (TNF-a) ,
Interleukin-1 (IL-1) und Interferon-y (IFN-y).

Interferon-y besitzt zwar auch antivirale Aktivitat, hauptsachlich flhrt es jedoch zu einer
Aktivierung von Tumor Nekrose Faktor-oo und zur Synthese von Stickstoffmonoxyd
(NO). Zu der Gruppe der anti-inflammatorischen Zytokine gehoéren z.B. Interleukin-4 (IL-
4), Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-13 (IL-13).

Chemokine sind Mediatoren, die auf verschiedene Zellen chemotaktische Wirkung
haben. Es wurden bereits ca. 50 verschiedene Chemokine entdeckt und untersucht

(Baggiolini, 2001). Zu dieser Gruppe zahlt zum Beispiel MCP-1.
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1.6.2. Zusammenstellung der untersuchten Mediatoren

nahezu alle

Korperzellen

Hamatopoetische
Zellen,
Epithelzellen,
Viele

Tumorzellen

B-Zellen,
Thymozyten,
TH1-Zellen,
Monozyten, NK-
Zellen

T-Zellen,
B-Zellen, EC,
Hepatozyten,
Knochen

Monozyten, T-
Zellen,
Basophile+

Eosinophile

Rezeptor

Typ-l1 (CD120A)
Typ-ll

(CD120B)
Lésliche Rez. im

Serum u. Urin

2 Ketten: eine
Kette (CD119) mit
hochaffiner
Bindung von IFN-
Vs

B-Kette:
akzessorisch fir

Signaltransduktion

eine Kette,
Homologie zu
IFN-y u. IFN-o/B-

Rezeptor

Typ-I-Rez.:
CD121a mit 3 Ig-
artigen Doméanen,
Typ-1I-Rez:
CD121 bmit3Ig
—artigen
Doménen,

l6slicher Rezeptor

CC-CKR 2A, 2B,4

Tabelle1: Zusammenstellung der untersuchten Mediatoren und ihren Eigenschaften
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Die Lipopolysaccharide von Escherichia coli Serotyp 0111:B4 (Lot 120K4063),
Salmonella typhosa (Lot 60K4040), Klebsiella pneumoniae (Lot 58F4030) und
Pseudomonas aeruginosa Serotyp 10 (Lot 100 K4063) wurden von der Firma Sigma
Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) bezogen, das Antibiotikum bzw. Antimykotikum
RPMI, 1640L-Glutamin und die nicht essenziellen Aminosauren von der Firma PAA
Laboratories (Linz, Osterreich).

Die Assey Dilution - Losung wird mittels, durch Hitze inaktiviertes fetales Kalber-
Serum (Lot AO 1221-291) und Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline ohne Calcium
und Magnesium (Lot F 01221-360) ebenfalls bei der Firma PAA hergestellt.

Die Vorratldsung fur alle LPS-Stamme wurde mit 1mg/ml endotoxin-freien Wasser
und 10-facher Verdunnung in derselben Pufferldsung hergestellt.

Die zur Messung verwendeten ELISA-Kits mit Antikdrpern und Avidin-HRP- Reagenz

werden von der Firma BD PharMingen hergestellt und von dort bezogen.

2.2. Versuchsaufbau

FUr den Studienteil 3.1 und 3.2 stellten sich drei bzw. sechs gesunde, mannliche
Probanden zur Verfugung, denen jeweils 20ml Blut enthnommen und sofort in
heparinisierte Rohrchen (Sarstedt, Nambrecht, Deutschland) verbracht wurde.

Die Zusatze fur die heparinisierten Blutproben bestanden aus 60ml
Antibiotika/Antimykotika RPMI-1640 mit Heparin (2,5 IU/ml), L-Glutamin und nicht-
essenzieller Aminosaure.

Die Inkubation der Vollblut-Proben erfolgte daraufhin zusammen mit dem LPS-Trager
(endotoxin-freies Wasser) und identischem Volumen von LPS-Verdinnung der
verschiedenen Bakterienstdmme Uber 0, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden bei 37°C, 95%
Oz und 5% CO,, Die Inkubation der Kontrollgruppe mit Losungsmittel.
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Nach 0, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden bestand der nachste Schritt darin, 2,5 ml aus
den Proben abzuziehen, bei 1500 G fir 5 Minuten zu zentrifugieren und den klaren
Uberstand in Aliquotierungen zu je 0,5ml zu verteilen.

Die verteilten Proben wurden bis zur Messung mittels ELISA bei —80°C eingefroren.
Die Bestimmung der Zytokine und Chemokine erfolgte aus dem zellfreien Uberstand
mittels Sandwich-ELISA, nach Verteilung von jeweils 2,0 ml der aliquotierten Proben
auf die 24 Loch-ELISA-Platten.

2.3. Prinzip der ELISA-Untersuchung

Substrat
Enzym
Gesuchtes Produkt
Zytokin o™
( '# Markierter
p Suchantikorper
Anti-Zytokin-Antikorper
L ]
ELISA-Platte

Abbildung 5: Prinzip des Enzyme-linked immunosorbent-assey (ELISA)

Enzyme-linked immunosorbent-assey (ELISA) ist eine quantitative analytische
Methode, bei der ein Reaktionspartner enzymatisch markiert ist. Dieser kann
entweder das Antigen, wie in diesem Fall, oder der Antikorper sein.

Eine Mikrotitrierplatte ist mit dem, zum gesuchten Antikorper korrespondierenden,
Antigen beschichtet. Die im Serum vorhandenen Antikoérper binden an das Antigen.
Ein enzymatischer Sekundarantikdrper bindet im nachsten Reaktionschritt an die

gesuchten Antikorper. Durch eine Farbreaktion wird Substrat umgewandelt und die
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Quantitat der Serumantikérper kann nach Erstellung einer Eichkurve mittels des
mitgelieferten Standards korreliert werden.

Beim hier verwendeten Sandwich-ELISA ist der Antikorper flr das gesuchte Antigen
an die Titrierplatte gebunden. Die Menge des gebundenen Antigens aus der Probe
wird durch die Zugabe eines markierten Zweitantikorpers ermittelt. Dieser bindet

unter Bildung eines ,Sandwiches” an das Antigen (Abbildung 5).

2.4. Messung der Serum-Zytokine und —Chemokine mit Sandwich-ELISA

Die Proben wurden mit hochspezifischen ELISA-Kits fir Tumor-Nekrose-Faktor-a
(TNF-a), Interleukin-1p (IL-1B), Interleukin-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y) und MCP-1
der Firma Becton Dickinson USA, gemessen.

Alle kalibrierten Kurven wurden von der Mess-Reaktivitdat der vom Hersteller
rekombinierten Zytokinen/Chemokinen in PBS mit 10% FCS festgelegt.

Der Erkennungsbereich der ELISA-Kits entsprach den Befunden des Herstellers.

Die Herstellung und Verarbeitung der Proben erfolgt fur Tumor-Nekrose-Faktor-o
(TNF-a), Interleukin-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y) und MCP-1 nach folgender
Anleitung:

Zunachst werden die Fanger-Antikorper des jeweiligen zumessenden Zytokins in
Coating-Puffer-Losung verdunnt. Die Coating-Puffer-Losung besteht aus 8,4 g
NaHCO3 und 3,56 g Na2CO3, mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgeflllt. Dieser
Puffer hat einem pH Wert von 9,5.

AnschlieRend werden die ELISA-Platten mit 100ul der Fanger-Antikdrper-Losung
(Capture Antibody) beimpft und tUber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am Folgetag werden die Uberstande aus den Plattenschachten entfernt und mit
mindestens 300yl Wasch-Puffer dreimal gewaschen und anschlieBend auf
Saugpapier ausgeschlagen.

Der Wasch-Puffer besteht aus 100ml 10 x Phosphate-Buffered Saline (PBS) mit 80g
NaCl, 11,6g Na2HPO4, 2g KH2PO4, 2g KCL und 1ml Tween 50% auf 1 Liter mit
destilliertem Wasser aufgefullt. Der pH Wert ist 7,0.

Nun mussen die einzelnen Plattenschachte mit mindestens 200ul Proben-

Verdinnungslosung geblockt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert werden.
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Die Verdunnungslésung besteht aus 4,5ml 10x PBS und 5ml 10% Fetal Bovine
Serum (FBS), ebenfalls mit destilliertem Wasser auf 50ml aufgefillt. Der pH Wert ist
ebenfalls 7,0.

Danach wird die Platte dreimal auf die Ubliche Weise gewaschen und auf Papier
ausgeklopft.

Fir die Herstellung der zu untersuchenden Standart-Proben missen
Verdunnungsreihen angefertigt werden.

Die bereits vorbereiteten und tiefgekuhlten Proben werden bei Raumtemperatur
schonend aufgetaut.

Es werden nun aus dem Stock 500pg/ml in ein Verdinnungsrohrchen gegeben.
Dann werden jeweils 300pl entnommen und eine Verdunnungsreihe mit insgesamt
sieben Rohrchen erstellt. aus diese Weise erhalt man in den Tuben Proben-
Konzentrationen in der absteigenden Reihenfolge von 500pg/ml, 250pg/ml,
125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,25pg/ml, 15,63pg/ml und 7,8pg/ml, aufgeflllt mit
Verdunnungslosung.

Die Kontroll-Gegenprobe enthalt nur Verdinnungslosung.

Mit Hilfe einer Pipette werden nun 100ul jeder Probe und der Kontroll-Gegenprobe in
die Plattenschachte gegeben, die Platten danach 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert und danach funfmal gewaschen. Hinzu kommt 100ul des jeweiligen
Working Detector, bestehend aus dem jeweiligen Zytokin-Suchantikorper (Detection
Antibody) und Avidin-HRP-Reagenz. Wiederum erfolgt die Inkubation fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur und anschlieRendes siebenmaliges Waschen der Platten.

Zur endgultigen Messung der Konzentrationen wird nun auf die Platten jeweils 100pl
Substrat-Losung (Tetramethylbenzidin/Hydrogenperoxyd- Ldsung) pro Schacht
verteilt. Anschlieend mussen diese flr genau 30min in Dunkelheit gelagert werden.
Die Zugabe von jeweils 50ul Stop-L6ésung (1M H3PO4 oder 2N H2S04) beendet die
Reaktion und die Messung der vorhandenen Zytokin- Konzentration kann anhand

des Farbausschlages im Spektrometer bei 450nm gemessen werden.

Die Praparation und Messung der ELISA-Platten fur Interleukin-1p (IL-1pB) erfolgt auf
die ahnliche Weise. Der Unterschied besteht lediglich darin, dass nach der
Beimpfung der Platten mit den Proben, der Zytokin-Suchantikérper von der Avidin-

HRP-Reagenz getrennt aufgebracht werden mussen.
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Es entstehen zwei Arbeitsschritte, zwischen denen ein finfmaliges Waschen erfolgt.

2.5. Statistische Analyse

Die statistische Berechnung wurde mit Hilfe von SPSS 10.0 fGr Windows erstellt.

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

Als letzte statistische Differenzierung (LSD) folgt ANOVA, um die Mittel der Zytokin-
Level zwischen den Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten genauso gut zu
vergleichen wie die verschiedenen Zeitpunke innerhalb einer Gruppe.

P Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen.

2.6. Graphiken und Abbildungen

Die Verwendeten Abbildungen wurden mit Hilfe des Graphik- Programms
CorelDraw 11 fur Windows, Version 11.633 der Firma Corel Corporation erstellt.

Die Ergebnisdiagramme wurden mit Microsoft Exel berechnet.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden die Konzentrationen der Zytokine Tumor-Nekrose-
Faktor-a. (TNF-a), Interleukin-13 (IL-1pB), Interferon-y (IFN-y), Interelukin-10 (IL-10) und
MCP-1 in Vollblutproben nach Inkubation mit Lipopolysacchariden (LPS) von
Escherichia coli, Salmonella thyphosa, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas
aeruginosa, zum einen im zeitlichen Verlauf und zum anderen unter Dosissteigerung

gemessen.

3.1. Effekte von geringen Dosen LPS auf die Zytokin-Produktion in Vollblut

Der erste Teil der Versuchsreihne untersucht den zeitlichen Verlauf der
Zytokinausschuttung Uber 24h nach Stimulation von Vollblut mit 10ng/ml LPS der
verschiedenen Bakterienstamme. Gemessen wurde zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 8, 12
und 24 h.

3.1.1. Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) Produktion liber 24h

Die TNF-a-Konzentration zeigt nach Stimulation mit Lipopolysacchariden von
Escherichia coli und Salmonella thyphosa einen raschen Anstieg, bis sie ihr Maximum
bei etwa 8 bis 12h erreicht, um dann wieder abzusinken. Wie Abbildung 6 zeigt, liegen
nach 24h die Konzentrationen bei ca. 51% (Escherichia coli) und 43% (Salmonella
thyphosa) der Maximalwerte.

Nach Stimulation mit Klebsiella pneumoniae - LPS zeigt sich ebenfalls nach 8 bis 12h
ein Konzentrationsmaximum. Zu diesem Zeitpunkt wurde lediglich die Halfte an Tumor-
Nekrose-Faktor-a. (TNF-a) ausgeschuttet (nach 12h: Escherichia coli stimulierte TNF-a.:
1257 + 229 pg/ml; Salmonella thyphosa stimulierte TNF-a.: 1134 + 65 pg/ml; Klebsiella
pneumoniae stimulierte TNF-a: 704 + 7 pg/ml ( p< 0,05 vs. Escherichia coli und

Salmonella thyphosa).
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Hier besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den LPS-Sorten von Escherichia coli
und Salmonella thyphosa.

Ab dem Zeitpunkt 8h sinkt die Konzentration von Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a) nach
Stimulation mit Klebsiella pneumoniae-LPS Uber die nachsten 14h in weitaus
geringerem Male wieder ab (nach 24h noch 87% des Maximalwertes vorhanden) als
bei Escherichia coli und Salmonella typhosa (noch vorhandene Konzentration zum
Zeitpunkt 24h: Escherichia coli 52% des 12h Wertes; Salmonella typhosa 43% des 12h
Wertes).

10 ng/ml Pseudomonas aeruginosa-LPS rief Uber 24h keinerlei Tumor-Nekrose-Faktor-o

(TNF-a) Ausschuttung hervor.

1600 - —e— Escherichia coli
—o— Salmonella typhosa
1400 - —— Klebsiella pneumoniae
—&- Pseudomonas aeruginosa

1200 +

1000 -

800 +

TNF-a [pg/ml]

600 -

400 ~

200 ~

0 4 8 12 16 20 24
Zeit [h]

Abbildung 6:  Auswirkung der verschiedenen LPS- Derivate auf TNF-a Ausschittung in Vollblut -
Proben Uber einen Zeitraum von 24h. * kennzeichnet die signifikanten Unterschiede
zwischen Pseudomonas aeruginosa—LPS vs. die anderen Sorten, # kennzeichnet

Klebsiella pneumoniae-LPS vs. alle anderen Sorten
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3.1.2. Interleukin-1p (IL-18) Produktion uiber 24h

Die Interleukin-1p (IL-18) Konzentration steigt nach etwa 4h durch die Stimulation von
Escherichia coli, Salmonella thyphosa und Klebsiella pneumoniae Lipopolysacchariden
steil an. Das Escherichia coli- LPS zeigt hier die potenteste Wirkung. Ein Maximum wird
bei allen drei Lipopolysaccharid-Sorten bei etwa 12h erreicht (Escherichia coli stimulierte
Interleukin-1B (IL-1B): 619 + 112 pg/ml; Salmonella thyphosa stimulierte: 481 + 198
pg/ml; Klebsiella pneumoniae stimulierte: 472 + 100 pg/ml).

Signifikante Unterschiede bestehen zwischen Klebsiella pneumoniae und Escherichia
coli zum Zeitpunkt 8h (Escherichia coli: 480 + 153 pg/ml; Klebsiella pneumoniae: 296 +
75 pg/ml).

Die Konzentrationen fallen langsam Uber die nachsten 12h auf 550 + 123 pg/mi
(Escherichia coli), 391 + 230 pg/ml (Salmonella typhosa) und 447 + 76 pg/ml (Klebsiella
pneumoniae) ab. Dies entspricht Senkungen um ca. 11% (89% Escherichia coli), 19%
(81% Salmonella thyphosa) und 5% (95% Klebsiella pneumoniae).

Das Lipopolysaccharid von Pseudomonas aeruginosa rief hier zwar einen
Konzentrationsanstieg hervor, das Maximum betrug aber lediglich zum Zeitpunkt 24h
nur 19% der Konzentration von Escherichia coli, 26% der von Salmonella typhosa und
23% der von Klebsiella pneumoniae (Pseudomonas aeruginosa stimulierte Interleukin-
1B (IL-1B) zum Zeitpunkt 24h: 103 £+ 156 pg/ml).

Diese Signifikanz besteht Uber den gesamten Zeitraum von 8 bis 24h.

Abbildung 7 stellt diese Verlaufe dar.
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Abbildung 7:  Auswirkung der verschiedenen LPS- Derivate auf IL-1p Ausschittung in Vollblut —
Proben udber einen Zeitraum von 24h. * kennzeichnet die Signifikanzen zwischen
Pseudomonas aeruginosa vs. alle anderen, A kennzeichnet signifikante Unterschiede

zwischen Klebsiella pneumoniae vs. Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa

3.1.3. Interferon-y (IFN-y) Produktion tuiber 24h

Die Ausschuttung des Zytokins Interferon-y (IFN-y) beginnt nach ca. 4h mit einem
langsamen Anstieg der Konzentrationen, hervorgerufen durch die Lipopolysaccharide
von Escherichia coli, Salmonella typhosa und in einem etwas geringerem Malde auch
durch Klebsiella pneumoniae. Die Maximalwerte aller Konzentrationen werden erst nach
24h gemessen.

Nach etwa 8h zeigen die Konzentrationskurven von Escherichia coli und Salmonella

typhosa Lipopolysaccharid tber die nachsten 16h einen annahernd parallelen Verlauf.
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Zum Zeitpunkt 24h erreichen die Konzentrationen Werte von 184 + 92 pg/ml
(Escherichia coli), 199 + 78 pg/ml (Salmonella typhosa) und 72 + 42 pg/ml (Klebsiella
pneumoniae).

Die Konzentration, die durch Klebsiella pneumoniae hervorgerufen wird, entspricht ca.
39% der Konzentrationen von Escherichia coli bzw. 36% von Salmonella typhosa.
Signifikante Unterschiede bestehen zum Zeitpunkt 8h zwischen Pseudomonas
aeruginosa (0 pg/ml) und Escherichia coli (18 + 7 pg/ml) , zum Zeitpunkt 12h zwischen
Klebsiella pneumoniae (19 + 13 pg/ml) und Escherichia coli (56 + 33 pg/ml) und zum
Zeitpunkt 24h zwischen Klebsiella pneumoniae (72 + 42 pg/ml) und Salmonella typhosa
(199 £ 78 pg/ml).

Pseudomonas aeruginosa stellt hier keinen Stimulus fur die Produktion von IFN-y dar.
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Abbildung 8:  Auswirkung der verschiedenen LPS- Derivate auf IFN-y Ausschittung in Vollblut — Proben
Uber einen Zeitraum von 24h. x kennzeichnet Signifikanz Pseudomonas aeruginosa vs.
Escherichia coli, ° Kilebsiella pneumoniae vs. Escherichia coli, - Pseudomonas

aeruginosa vs. Escherichia coli und Salmonella typhosa



34

3.1.4. Produktion von Interleukin-10 (IL-10) Gber 24h

Der Verlauf der Interleukin-10 (IL-10) Konzentrationen ist vergleichbar mit dem bei der
Produktion von Interferon-y (IFN-y).

Die Werte steigen innerhalb der ersten 12h nur langsam an, bis sie zu diesem Zeitpunkt
folgende Konzentrationen erreichen: 24 + 8 pg/ml (Escherichia coli), 32 + 14 pg/ml
(Salmonella typhosa) und 43 + 9 pg/ml (Klebsiella pneumoniae).

Zu diesem Zeitpunkt besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Lipopolysacchariden von Klebsiella pneumoniae und Escherichia coli bzw.
Pseudomonas aeruginosa. Klebsiella pneumoniae stellt unter allen LPS-Sorten den
potentesten Stimulus auf IL-10 dar.

Pseudomonas aeruginosa bewirkt auch im Falle des Interleukin-10 (IL-10) Gber den
gesamten Zeitraum von 24h keinen Konzentrationsanstieg.

Innerhalb der nachsten 12h verlauft der Konzentrationsanstieg von Interleukin-10 (IL-
10), der durch die Lipopolysaccharide von Escherichia coli, Salmonella typhosa und
Klebsiella pneumoniae hervorgerufen wird, etwas steiler. Innerhalb der drei LPS-Sorten
jedoch ohne signifikanten Unterschied.

Die Konzentrationsspitze wird nach 24h gemessen. Die Werte betragen hier: 129 + 61
pg/ml flr Escherichia coli), 135 + 21 pg/ml fur Salmonella typhosa) und fur Klebsiella
pneumoniae 166 + 41 pg/ml. Der Verlauf ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9:  Auswirkung der verschiedenen LPS- Derivate auf IL-10 Ausschittung in Vollblut — Proben
Uber einen Zeitraum von 24h. ~ kennzeichnet die Signifikanzen zwischen Pseudomonas
aeruginosa vs. Klebsiella pneumoniae, * Pseudomonas aeruginosa vs. alle, A Klebsiella

pneumoniae vs. Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa

3.1.5. MCP-1-Produktion tuiber 24h

Im Falle der MCP-1-Produktion stellt das Lipopolysaccharid von Pseudomonas
aeruginosa einen potenten Stimulus dar (Abbildung 10).

Die Ausschuttung von MCP-1 beginnt, durch alle LPS-Sorten aktiviert, vornehmlich nach
ca. 4h und zeigt dann bis zum Zeitpunkt 24h eine kontinuierliche Steigerung. Bis zum
Zeitpunkt 8h verlaufen die Kurven von Escherichia coli, Salmonella typhosa und
Klebsiella pneumoniae sehr ahnlich. Nach diesem Zeitpunkt ist der Kurvenverlauf von
MCP-1 zwischen 8 und 12 Stunden, hinsichtlich der Lipopolysaccharide von
Escherichia coli und Salmonella typhosa weitgehend gleich. Das Lipopolysaccharid von
Klebsiella pneumoniae zeigt nach 8h eine etwas starkere stimulierende Potenz. Zum
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Zeitpunkt 12h ist dieser Konzentrationsunterschied zwischen Klebsiella pneumoniae und
den anderen Sorten signifikant (Zeitpunkt 12h: Klebsiella pneumoniae 1930 + 236
pg/ml; Escherichia coli 1181 + 254pg/ml; Salmonella typhosa 1128 + 377 pg/ml).

Auch das Lipopolysaccharid von Pseudomonas aeruginosa bewirkt bei MCP-1 eine
Stimulation. Der Konzentrationsanstieg verlauft langsamer als bei den anderen Sorten.
Ab dem Zeitpunkt 12h gleichen sich die Kurven von Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli und Salmonella thyphosa an. Zum Zeitpunkt 12h stimulierte das
Lipopolysaccharid von Pseudomonas aeruginosa die MCP-1 Ausschuttung bis 1234 +
423 pg/ml. Die Maximalwerte wurden bei allen LP-Sorten nach 24h erreicht. Ein
signifikanter Unterschied besteht nur zwischen Klebsiella pneumoniae und
Pseudomonas aeruginosa. Die Werte liegen bei 1863 + 473 pg/ml fur Escherichia coli,
2103 + 152 pg/ml fur Salmonella typhosa, 2516 + 110 pg/ml fur Klebsiella pneumoniae

und 1700 £+ 626 pg/ml fur Pseudomonas aeruginosa.
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Abbildung 10:  Auswirkung der verschiedenen LPS-Derivate auf MCP-1 Ausschittung in Vollblut —
Proben uUber einen Zeitraum von 24h. # kennzeichnet die Signifikanzen zwischen

Klebsiella pneumoniae vs. alle, ~ Pseudomonas aeruginosa vs. Klebsiella pneumoniae
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3.2. Dosis-Effekt von Lipopolysaccharid auf die Zytokin-Produktion in Vollblut

Der zweite Teil dieser Arbeit beschreibt die Ergebnisse der Stimulation mit 0,1; 1; 10;
100 und 1000 ng/ml Lipopolysaccharid der Bakterienstamme Escherichia coli,

Salmonella typhosa, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa.

3.2.1. TNF-a- Produktion bei zunehmender LPS-Dosis

Uber den gemessenen Zeitraum von 24h zeigen sich fiir Tumor-Nekrose-Faktor-a
(TNF-a) Dosis-Antwort-Kurven fur die Lipopolysaccharid- Sorten von Escherichia coli,
Salmonella typhosa und Klebsiella pneumoniae. Mit zunehmenden Lipopolysaccharid-
Dosierungen steigen auch die Tumor-Nekrose-Faktor-a Konzentration an. Die
Konzentrationsbereiche fur diese drei Lipopolysaccharid- Sorten liegen ab der Dosis von
1 ng/ml eng beieinander (Abbildung 11).

Signifikante Unterschiede finden sich zwischen diesen drei Sorten bei der Dosis 0,1
ng/ml.

Bei dieser Dosis wirkt das Lipopolysaccharid von Klebsiella pneumoniae weniger
stimulierend als die Lipopolysaccharide von Escherichia coli und Salmonella typhosa .
Die Werte liegen nach Stimulation mit Escherichia coli- LPS bei 968 + 705 pg/ml, mit
Salmonella typhosa bei 864 + 509 pg/ml und nach Klebsiella pneumoniae-Stimulation
bei 308 + 199 pg/ml.

Pseudomonas aeruginosa stimulierte Tumor-Nekrose-Faktor-o bei Dosierungen von
0.1ng/ml, 1ng/ml und 10 ng/ml signifikant weniger als die anderen Sorten.

Erst bei 1000 ng/ml Dosis steigt die Tumor-Nekrose-Faktor-a-Konzentration durch
Pseudomonas-LPS soweit an, dass kein signifikanter Unterschied mehr besteht. Nach
1000ng/ml Pseudomonas aeruginosa- LPS stieg die TNF-a-Konzentration auf 1013 +
380 pg/ml, nach 1000ng/ml Escherichia coli- LPS auf 2415 + 1858 pg/ml, nach
1000ng/ml Salmonella typhosa- LPS auf 1955 + 1186 pg/ml und nach 1000ng/ml
Klebsiella pneumoniae- LPS auf 1660 + 1064 pg/ml.
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Abbildung 11:  Auswirkung zunehmender LPS- Dosen auf die Ausschittung von TNF-a. * kennzeichnet
die Signifikanzen zwischen Pseudomonas aeruginosa vs. alle, + kennzeichnet Klebsiella
pneumoniae vs. Escherichia coli und Salmonella typhosa, - Pseudomonas aeruginosa vs.
Escherichia coli und Salmonella typhosa

3.2.2. Interleukin-1p (IL-1B)-Produktion bei zunehmender LPS-Dosis

Hinsichtlich der Produktion von IL-1p lasst sich keine Dosis-Antwort-Kurve fir die LPS-
Sorten von Escherichia coli, Salmonella typhosa und Klebsiella pneumoniae erzielen.
Die Spitzenkonzentrationen werden bereits bei 1 ng/ml erreicht (Abbildung 12).

Die Kurven der drei Sorten verlaufen sehr ahnlich, wobei signifikante Unterschiede
lediglich in dem schlechteren stimulierenden Effekt von Klebsiella pneumoniae bei der
Dosierung von 0,1ng/ml bestehen. Die folgenden Werte verdeutlichen dies: Klebsiella
pneumoniae - Lipopolysaccharid erzielte bei 0,1ng/ml Interleukin-13-Werte von 881 +
404 pg/ml. Escherichia coli konnte 1581 + 315 pg/ml Interleukin-1p hervorrufen und
Salmonella typhosa 1503 + 265 pg/ml.
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Diese Signifikanz besteht bei der Dosierung von 0,1 ng/ml im Bezug Klebsiella
pneumoniae zu Escherichia coli und Salmonella typhosa. Der Verlauf verandert sich
dahingehend, dass bei der Dosierung von 1 ng/ml ein signifikanter Unterschied nur noch
zu Escherichia coli besteht (Klebsiella pneumoniae: 1413 + 291 pg/ml; Escherichia coli:
1801 + 293 pg/ml). Im Gegensatz dazu lasst sich fir Pseudomonas aeruginosa ein
Dosis-Antwort-Effekt erzielen. Mit steigender Dosis nimmt die IL-13 Ausschittung
kontinuierlich bis zur Dosis 1000 ng/ml LPS zu. Die Konzentrationen sind jedoch bis 100
ng/ml signifikant geringer als nach Stimulation durch die anderen Sorten. Erst bei der
Dosis 1000 ng/ml gleichen sich die Werte an und eine geringe Signifikanz besteht nur

noch zu Escherichia coli und Salmonella typhosa.
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Abbildung 12:  Auswirkung zunehmender LPS- Dosen auf die Ausschittung von IL-1.
* kennzeichnet die Signifikanzen zwischen Pseudomonas aeruginosa vs. alle,
# Klebsiella pneumoniae vs. alle, A Klebsiella pneumoniae vs. Escherichia coli und
Pseudomonas aeruginosa, - Pseudomonas aeruginosa vs. Escherichia coli und

Salmonella typhosa
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3.2.3. Die Interferon-y (IFN-y) Produktion bei zunehmender LPS-Dosis

In Bezug auf die IFN-y-Produktion lassen sich Dosis-Antwort-Kurven fur Escherichia coli
und Salmonella typhosa erzielen. Die Spitzenwerte fur diese beiden Lipopolysaccharid-
Sorten liegen bei 1000ng/ml fur Escherichia coli mit 468,2pg/ml und fur Salmonella
typhosa mit 569,6pg/ml (Abbildung 13). Dies gilt fur Klebsiella pneumoniae und
Pseudomonas aeruginosa nicht. Die Werte liegen im dem gesamten Dosisbereich
signifikant unter denen von Escherichia coli und Salmonella typhosa. Zwischen
Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa besteht wahrend des gesamten
Verlaufes kein signifikanter Unterschied. Die Interleukin-13 Hdchstkonzentrationen fur
Klebsiella pneumoniae - LPS werden bereits bei 100ng/ml erzeugt und sinken bis
1000ng/ml wieder leicht ab. (Konzentration bei 100ng/ml: 73,0pg/ml; Konzentration bei
1000ng/ml: 44,1ng/ml). Der Maximalwert fur Pseudomonas aeruginosa liegt bei

1000ng/ml und ist mit 29,2pg/ml sehr niedrig.
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Abbildung 13:  Auswirkung zunehmender LPS- Dosen auf die Ausschittung von IFN-y.- kennzeichnet
die Signifikanzen zwischen Pseudomonas aeruginosa vs. Escherichia coli und Salmonella

typhosa,+ Klebsiella pneumoniae vs. Escherichia coli und Salmonella typhosa,

Klebsiella pneumoniae vs. Escherichia coli
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3.2.4. Interleukin-10 (IL-10) Produktion bei zunehmender LPS-Dosis

Das Kurven-Verlauf von Interleukin-10 (IL-10) dhnelt dem von Tumor-Nekrose-Faktor-a.
(TNF-a). Die Konzentrationen an Interleukin, die erreicht werden, liegen jedoch nicht im
Bereich von ca. 1000 und mehr pg/ml, sondern eher im Bereich von 100 und mehr pg/mi
(Abbildung 14).

Signifikante Unterschiede in der Interleukin-Stimulation bestehen zwischen Escherichia
coli, Salmonella typhosa und Klebsiella pneumoniae bei einer Dosis von 0,1 ng/ml. Hier
besitzt Klebsiella pneumoniae eindeutig weniger Potenz. Die Werte liegen fur die
Lipopolysaccharide von Klebsiella pneumoniae bei 39 + 25 pg/ml, flr Escherichia coli
bei 141 + 66 pg/ml und fur Salmonella typhosa bei 134 + 60 pg/ml. Bei einer Dosis von
1ng/ml ist die Signifikanz bereits aufgehoben.

Bei allen drei LPS-Sorten kommt es bei zunehmender Dosis zu einer vermehrten
Interleukin-10-Ausschuittung. Pseudomonas aeruginosa zeigt auch einen Dosis-Antwort-
Verlauf, wobei der stimulierende Effekt insgesamt nur gering ist und im Dosisbereich
von 1 ng/ml bis 1000 ng/ml signifikant geringer ist als bei den anderen drei LPS-Sorten.
Im Dosisbereich von 0,1 ng/ml bis 1ng/ml besteht diese Signifikanz bereits zwischen
Pseudomonas aeruginosa und den Lipopolysacchariden von Escherichia coli und
Salmonella typhosa. Zu Klebsiella pneumoniae-LPS entwickelt sie sich erst ab einer

Dosis von 1 ng/ml.
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Abbildung 14: Auswirkung zunehmender LPS- Dosen auf die Ausschittung von IL-10. - kennzeichnet die

Signifikanz zwischen Pseudomonas aeruginosa vs. Escherichia coli und Salmonella

*

typhosa, + Klebsiella pneumoniae vs. Escherichia coli und Salmonella typhosa,

Pseudomonas aeruginosa vs. alle

3.2.5. MCP-1-Produktion bei zunehmender LPS-Dosis

Die Produktion von MCP-1 wird durch zunehmende Dosen der Lipopolysaccharide von
Escherichia coli, Salmonella typhosa und Klebsiella pneumoniae nicht angeregt. Die
Antwortspitzen lagen bereits bei 0,1 ng/ml (Abbildung 15).

Das Pseudomonas aeruginosa- Lipopolysaccharid stimuliert bereits ab einer Dosis von
0,1 ng/ml zunehmend die MCP-1-Ausschattung. Ab 10 ng/ml nimmt dieser Effekt noch
zu, so dass bei 1000 ng/ml die Stimulation signifikant groRer ist als flr Escherichia coli,
Salmonella typhosa und Klebsiella pneumoniae. Folgende Werte verdeutlichen dies:
Pseudomonas aeruginosa bewirkt eine MCP-1-Konzentrationvon 4446 + 1954 pg/ml,
Escherichia coli 881 + 459 pg/ml, Salmonella typhosa 1589 + 1005 pg/ml und Klebsiella

pneumoniae eine Konzentration von 895 + 750 pg/ml. Ab Dosierungen von 10 ng/mi
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wird die MCP-1-Aussuttung durch Escherichia coli, Salmonella typhosa und Klebsiella

pneumoniae stimuliert geringer.
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Abbildung 15:  Auswirkung zunehmender LPS- Dosen auf die Ausschuttung von MCP-1. ~ kennzeichnet

*

die Signifikanzen zwischen Pseudomonas aeruginosa vs. Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa vs. alle
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4 Diskussion

Die Mechanismen, die einer Erkrankung wie der Sepsis zugrunde liegen reichen weit
zurick auf die Ebene des Immunsystems mit all seinen komplexen molekularen
Interaktionen.

Da das Lipopolysaccharid (LPS) von gram-negativen Bakterien den starksten bekannten
Stimulus fur das Immunsystem darstellt und die haufig todlich verlaufende
Sepsiskaskade induzieren kann, bietet es sich an, mit seiner Hilfe die einzelnen Wege
des Immunsystems zu untersuchen.

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit dem Teil des Immunsystems, an dem die
~Weichen” fur die Reaktion des Organismus auf ein starkes Pathogen gestellt werden.
Das Lipopolysaccharid (LPS) gram-negativer Bakterien ist seit geraumer Zeit
Gegenstand ausgedehnter Studien. Es fallt jedoch auf, dass die bakterielle Herkunft des
Molekuls oftmals vernachlassigt wird. Wie grol} dieser Einfluss auf die LPS- Wirkung ist
und wodurch dieser begingt sein konnte, wird in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Die Effekte der Stimulation mit Lipopolysaccharid - Derivaten der Bakterienstamme
Escherichia coli, Salmonella thyphosa, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas
aeruginosa auf die Produktion der reprasentativen pro- und antiinflammatorischen
Mediatoren Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a), Interleukin-1p (IL-1B), Interferon-y (IFN-
v), MCP-1 und Interleukin-10 (IL-10) kénnen mittels ELISA untersucht werden. Hierzu
wurden einfache menschliche Vollblutproben verwendet, um ein moglichst naturliches
Zell- und Immunmillieu zu gewahrleisten, in dem die Zellen untereinander

kommunizieren durfen (,cross-talk®).

Bei Erforschung der biologischen Aktivitat von Lipopolysacchariden (LPS), kristallisierte
sich schnell heraus, dass die immuninduzierende Komponente des Molekuls die
Phospholipid -Region, das Lipid A ist. Diese Region ist bei allen Bakterienstdmmen
gleich. Die artspezifischen Unterschiede des LPS - Aufbaus liegen in der O-spezifischen
Polysaccharid- Kette.

Von dieser Erkenntnis ausgehend, musste es zu einer art- unabhangigen und

gleichbleibenden Ausschuttung der ausgewahlten Mediatoren kommen.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen jedoch eindeutige Unterschiede zwischen
den einzelnen Bakterienstdmmen:

Die Lipopolysaccharide (LPS) von Escherichia coli, Salmonella typhosa und Klebsiella
pneumoniae stellen starke Stimuli fur die Produktion der proinflammatorischen Zytokine
Tumor-Nekrose-Faktor-oo  (TNF-a), Interleukin-1p  (IL-1B), MCP-1 und das
antiinflammatorische Interleukin-10 (IL-10) dar. Escherichia coli und Salmonella
thyphosa zeigen hierbei sehr ahnliche Kurvenverlaufe.

Klebsiella pneumoniae zeigt einen schwachen Effekt auf die Interferon-y (IFN-y)
Produktion. Hinsichtlich der TNF-o Produktion ist es im Vergleich zu Escherichia coli und
Salmonella thyphosa ebenfalls weniger potent.

Pseudomonas aeruginosa hat einen nur sehr geringen stimulierenden Effekt auf die
Produktion von Interleukin-1p (IL-1B) . 10 ng/ml Lipopolysaccharid von Pseudomonas
aeruginosa ruft iber 24h bei Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) und
Interleukin-10 (IL-10) Uberhaupt keine Reaktion hervor.

Bei MCP-1 jedoch kann Pseudomonas aeruginosa eine potente, den anderen Sorten
vergleichbare, Ausschuttung hervorrufen. Hier konnte das vorhandensein von anderen,
bereits ausgeschutteten Zytokinen einen zussatzlichen Stimulus darstellen. Zudem ist
dies ein Hinweis auf verschiedene Produktionsmechanismen fur Zytokine.

Es ist aus vielen Studien bekannt, dass Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), der oft als
erster Mediator nach einer zellularen Provokation in Erscheinung tritt, selbst einen
Stimulus fur die Produktion weiterer Chemokine in vivo und in vitro darstellt (Rabinovici
et al., 1969). Betrachtet man die Kurvenverlaufe von Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-
10 (IL-10) Uber 24h fallt auf, dass die Konzentrationen beider Zytokine erst nach ca. 12h
deutlich ansteigen.

Da der Lipopolysaccharid- Toll-like- Rezeptorkomplex aber schnell und friih agiert,

konnte diese Spatwirkung auch auf einer solchen Zytokin - Zytokin Interaktion beruhen.

In der vorliegenden Studie versagt das Lipopolysaccharid von Pseudomonas aeruginosa
beim Hervorrufen der TNF-o- Antwort zu den Zeitpunkten, an denen MCP-1 bereits
deutlich erhont ist.

Die MCP-1 Ausschuttung wird also in diesem Falle direkt durch das Pseudomonas

aeruginosa- Lipopolysaccharid hervorgerufen und nicht indirekt durch bereits
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vorhandenen Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-a). Es muss einen strukturellen oder
funktionellen Unterschied zu den anderen LPS-Sorten geben.

Hajjar et al. beschrieben 2002 die Fahigkeit von Toll-like Rezeptor 4 mittels seiner
extrazellular gelegenen hypervariablen 82- Aminosauren- Region, verschiedene Formen
von Pseudomonas aeruginosa Lipopolysacchariden zu erkennen.

Im Rahmen von Erkrankungen, wie zum Beispiel der zystischen Fibrose verandert
Pseudomonas aeruginosa seinen Acylierungszustand. Dies wird vom Toll-like
Rezeptor 4 erkannt.

Die vorliegenden Daten rechtfertigen die Bestatigung einer biologisch aktiven
Komponente von Pseudomonas aeruginosa, die derartige Wirkungen erzielen kann.
Eine solche Komponenten kann in Form von Purinen, Exoenzym S, interaktiven
Proteine oder Acylierungszustanden vorliegen. Dies wurde bereits von verschiedenen
Autoren in der Vergangenheit postuliert (Cusumano et al.,1996; Schromm et al., 2000;
Epelmann et al., 2000).

In Untersuchungen zur Struktur des biologisch aktiven Endotoxinabschnittes, Lipid A,
konnten feine Unterschiede gefunden werden, die ebenfalls die Ergebnisse erklaren
wurden.

Lipid A besteht aus B 1,6- verbundenen D-Glucosamin- Disacchariden (GIcN), die sechs
gesattigte Fettsdauren und zwei negativ geladene Phosphate an definierten Stellen
tragen.

Feine Anderungen dieser strukturellen Anordnung, zum Beispiel in Hinblick auf Ladung,
Verteilung oder Sattigungsgrad, kdnnen neue Aktivitatsmuster ergeben (Rietschel et al.,
1996).

Netea et al. beschrieben 2001, dass der Lipid A Anteil von Salmonella thyphimurium
Fettsauren beinhaltet, deren Phosphatgruppen sich von denen des Escherichia coli-
Lipid A unterscheiden.

Konsekutiv kdénnen also auch solche oder ahnliche Strukturbesonderheiten von

Pseudomonas aeruginosa postuliert werden.

Bemerkenswerterweise lassen sich in Sputumproben von Patienten mit zystischer

Fibrose erhohte Werte von MCP-1 und anderen Chemokinen nachweisen.
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Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer chronischen Infektion des
Alveolargewebes mit Pseudomonas aeruginosa. Die Bakterien sind durch den
umgebenden dickflissigen Schleim vor intensiver Antibiotikatherapie geschutzt.

Die selektiven und starken Einflisse des Lipopolysaccharids von Pseudomonas
aeruginosa auf die MCP-1-Produktion kdnnten die persistierende Entzindungsreaktion
in der Lunge erklaren. Da MCP-1 einen effektiven chemotaktischen Reiz auf Monozyten
ausubt, enden diese Entzindungsreaktionen in der Ubermaligen Einwanderung
zellularen Infiltrates mit  Monozyten, Neutrophilen und Eosinophilen. Eine
therapierefraktarer circulus vitiosus beginnt, da in der Spatphase andere, fur die Abwehr

wichtigen Mediatoren unterdruckt werden.

Die Messungen der Zytokinausschuttung innerhalb von 24h bei zunehmenden LPS-
Dosen zeigen ebenfalls Unterschiede zwischen den Bakterienstammen auf. Uber einen
Zeitraum von 24 h bewirkten die Lipopolysaccharide von Escherichia coli und
Salmonella thyphosa Dosis-Antwort-Kurven bei den Mediatoren Tumor-Nekrose-Faktor-
o (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-10 (IL-10). Die Ausnahmen stellen
Interleukin-1B (IL-1B) und MCP-1 dar. Hier wurden die Antwortspitzen bereits bei einer
Konzentration von 0,1 ng/ml erreicht. Geringe Dosen reichen aus, um die volle Zytokin-
Ausschuttung zu erreichen.

Der Effekt von Klebsiella pneumoniae - LPS ist vergleichbar mit dem von Escherichia
coli und Salmonella typhosa. Die Ausnahme bildet hier die signifikant geringere
Interferon-y (IFN-y) Stimulation. Die Tatsache, dass sich fur Klebsiella pneumoniae und
Pseudomonas aeruginosa keine Dosis-Antwort-Verlaufe erzielen lassen, verdeutlicht die
richtige Dosisauswahl und korrekte Messung dieses Versuches. Es ist moglich, dass
noch hohere Dosierungen fur Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa
notwendig sind, um Interferon-y (IFN-y) zu stimulieren.

Pseudomonas aeruginosa besitzt nur einen geringen stimulierenden Effekt auf Tumor-
Nekrose-Faktor-a. (TNF-a) und Interleukin-10 (IL-10) bei einer Konzentration von 1000
ng/ml. Auf die Produktion von Interleukin-1p (IL-1B) kann es einen Dosis-Antwort-Effekt
hervorrufen, der jedoch kleiner ist als bei den anderen Stammen.

Das Lipopolysaccharid von Pseudomonas hat im Vergleich zu den anderen Praparaten

einen ausgesprochen stimulierenden Einfluss auf die MCP-1- Ausschuttung im Bereich
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zwischen 0,1 bis 10 ng/ml. Dieser nimmt im Gegensatz zu den anderen LPS-Sorten bei

einer Dosis von 1000 ng/ml sogar noch zu.

Vergleicht man die Messdaten von MCP-1- und dem antiinflammatorisch wirkenden
Interleukin-10 (IL-10), nach der Stimulation mit Pseudomonas aeruginosa- LPS, wird
deutlich, dass Pseudomonas aeruginosa Interleukin-10 (IL-10) signifikant schlechter
stimuliert als die Lipopolysaccharide der anderen Bakterienstamme (Diagramm 2e vs.
Diagramm 2d). Ob der augenscheinlich selektive Effekt des Pseudomonas aeruginosa-
LPS auch bei Zytokinen wie MIP-1a, MIP-13 und IL-8, die bei derartigen pulmonalen
Erkrankungen ebenfalls verstarkt nachweisbar sind, auftritt, mussen weitere Studien
zeigen.

Hinsichtlich der Stimulationsfahigkeit der Lpipolysaccharide von Escherichia coli und
Salmonella thyphosa konnten in dieser Studie sehr &ahnliche Immunreaktionen
nachgewiesen werden. In keinem der Versuche kam es zu signifikanten
Konzentrationsunterschieden. Sowohl im gesamten Zeitverlauf als auch bei steigender
Dosierung zeigen die Konzentrationskurven aller gemessener Zytokine nach Stimulation
mit Escherichia coli und Salmonella thyphosa beinah parallele Verlaufe (Abbildung 6 bis
10 und 11 bis 15). Bei diesen beiden Lipopolysacchariden sind folglich die groften
strukturellen und funktionellen Ubereinstimmungen anzunehmen.

Die hingegen geringere Immunantwort auf Klebsiella pneumoniae- LPS hinsichtlich der
Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a)- und Interferon-y (IFNy) - Ausschittung lasst die
Vermutung zu, dass hierbei intrazellular andere Signalwege als bei Escherichia coli und
Salmonella thyphosa bevorzugt werden. Diese Ergebnisse kénnten aber auch durch
Zellinteraktionen oder hier nicht gemessenen, aber dennoch vorhandene Mediatoren,
hervorgerufen werden. Auch mit steigender Lipopolysaccharid- Dosis ist dieser Effekt
nicht auszugleichen.

Wie bereits vielfach in der Literatur beschrieben, gibt es einen alternativen Signalweg
unter Umgehung des MyD88 Adaptermolekuls (Kobayashi et al., 2002).

In tierexperimentellen Studien mit MyD88 defizienten Mausen wurden die
Signalweiterleitungsmechanismen der einzelnen Mitglieder der Toll-like Rezeptorfamilie

untersucht.



49

Toll-like Rezeptor 2 (TLR 2), Toll-like Rezeptor 7 (TLR 7) und Toll-like Rezeptor 9
(TLR 9) konnten bei MyD88 defizienten Zellen keine Weiterleitung des Signals nach
Stimulation mit ihren speziellen Liganden gewahrleisten. Es konnte keinerlei Aktivierung
von Signalmolekulen wie NF-kB oder MAP-Kinasen gemessen werden. Es wurde
postuliert, dass diese Rezeptoren vollstandig in ihrer Signaltransduktion von MyD88
abhangig sind.

Im Gegensatz dazu konnte bei Toll-like Rezeptor 4 (TLR 4) nach Stimulation mit seinem
Liganden LPS, eine Reaktion bzw. die Aktivierung von NF-kB, auch bei defizienten
Tieren gemessen werden. Die Expressionskinetik stellte sich jedoch verzogert dar. Dies
belegte die Existenz eines von MyD88 unabhangigen Weges in der Signalkette von Toll-
like Rezeptor 4 (TLR4) und seinem Liganden LPS (Takeda und Akira, 2004).

Durch weitere Analysen konnten mehrere Gene identifiziert werden, die unabhangig
induziert werden. Hierzu gehdren zum Beispiel die durch Interferon (IFN) induzierbaren
Gene IP-10 und GARG-16.

Lipopolysaccharid ist in der Lage, direkt den Transkriptionsfaktor IRF-3 zu aktivieren.
Dieser induziert dann IFN-B. IFN-B aktiviert seinerseits STAT1 und daraus folgt die
Induktion dieser Gene. Fur TLR3 konnte dies ebenfalls aufgezeigt werden (Takeda und
Akira, 2004). TLR3 und TLR4 besitzen also beide von MyD88 unabhangige Signalwege.

In der Folge konnten neben MyD88 mehrere wichtige Adaptermolekile identifiziert
werden, die TIR-Doméanen enthalten. Hierzu gehoren sowohl , TIRAP* (Toll-Interleukin-1-
Rezeptor (TIR)-Doméane enthaltendes Adapterprotein), als auch ,MAL“ (MyD88-
adapter-like), ,TRIF* (TIR- domaine — containing adaptor inducing IFN-B) und , TRAM®
(TRIF related adaptor molecule ). TRIF und TRAM sind wesendliche Signalmolekile der
MyD88 unabhangigen Signalwege fir TLR4. Nach Stimulation des TLR4 durch LPS,
rekrutiert TRIF die IRF-Kinase TBK1. Der Transkriptionsfaktor IRF-3 wird daraufhin
phosphoryliert und es kommt zur Bildung eines IRF-3-Dimers, welches in den Zellkern
transloziert und dort die Bildung von Typ-1-Interferon induziert (Kawai et al., 2001).
Moglicherweise ist das Adaptermolekihl TIRAP zudem in der Lage, den NF-xB
Signalweg direkt zu induzieren.

Es gibt also viele verschiedene Wege eine Geninduktion und somit eine

Mediatorausschuttung hervorzurufen.
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Die Suche und Identifizierung weiterer Adaptermolekule ist zudem Gegenstand der
derzeitigen und zukunftigen Forschung. Es werden noch weitere Molekile gefunden
werden, die die bekannten Differenzierungswege zusatzlich erganzen.

An dieser Stelle stellt sich die Frage nach dem Ausloser des einen oder des anderen
Weges. Es erscheint moglich, dass es Kofaktoren oder Adaptermolekile gibt, die einen
Teil des LPS-Moleklls erkennen, der aulerhalb der Lipid A- Region liegt und
artspezifisch ist. Zu vergleichen mit einem ,Schllssel-Schloss-Prinzip“, bei dem ein
zusatzlicher Schlissel einen anderen Weg erdffnet. Das LPS- Molekill besitzt an
seinem Ende Oligosaccharid- Einheiten, die artspezifisch sind und fur eine solche
zusatzliche Bindung Angriffspunkte darstellen kdnnten.

Die an der LPS- Erkennung beteiligten Komolekile wie zum Beispiel MD-2, das als
Kofaktor des Toll-like Rezeptors 4 dient, kdnnte fir eine Feinspezifitat sorgen.

Es ist bekannt, dass TLR4 ohne diesen Kofaktor nicht in der Lage ist, LPS zu binden.
Nagai et al. konnten 2002 belegen, dass MD-2 defiziente Mause nach einer Infektion mit
Lipopolysaccharid den Endotoxin Schock Uberlebten. Nach der Infektion mit Salmonella
typhimurium hingegen erkrankten die Tiere. Re F. und Stromminger beschrieben 2003
zwei separate Einheiten des Moleklls MD-2. Eine Einheit besteht aus hydrophilen und
geladenen Anteilen, die fur die Bindung an LPS verantwortlich ist. Die zweite Region ist
basenreich und spielt beim weiteren Ubertragungsweg eine Rolle.

Eine unterschiedliche Erkennung durch den einen oder anderen Anteil kdnnte somit
ebenfalls zu einer Modellierung der weiteren Signalwegmolekule fuhren. Diese wichtige
Funktion des MD-2 Molekuls konnte vor kurzem im Jahre 2005 von einer
pharmakologischen Forschungsgruppe um Brandl et al. bei der Suche nach
therapeutischen Ansatzpunkten zur Mediatormodulation belegt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-6 durch eine Bindung von MD-2
mit dem rekombinantem Fusionsprotein T4Fc (Flagmrs TLR4-hulgGFc) nach
Lipopolysaccharid-Stimmulation vermindert werden kann.

T4Fc besteht aus extrazellularen Anteilen des TLR4 und humanem IgG-Fc Fragment.
IgG-Fc ist ein kristallisierbares Fragment, die so genannte ,schwere Kette” des
Immunglobulins, welches Effektorfunktion hat. So entsteht ein |6slicher Rezeptor, der

offensichtlich nach Bindung an MD-2 die Immunreaktion des Organismus beeinflusst.
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Demnach konnten die physiologisch im Blut vorhandenen Immunglobuline eine ahnliche
Affinitat zu MD-2 besitzen und einen dementsprechenden immunmodulatorischen
Einfluss auslben. Hier konnten die genetischen Pradispositionen, wie zum Beispiel
Lebensalter, Geschlecht und genetische Polymorphismen eine Rolle spielen. In der
vorliegenden Studie wurde nur das Blut von mannlichen Probanden in ahnlichem Alter
untersucht. In wieweit also das Geschlecht oder das Lebensalter die Ergebnisse
messbar beeinflusst, ware fortfuhrend zu klaren.

Erganzend dazu fehlen in den Voll-Blut-Proben jegliche Organzellen, wie zum Beispiel
Epithelzellen oder Dendritische Zellen. Ein ,cross-talk® zwischen den Blutzellen kann
zwar stattfinden, um aber die Ergebnisse auf einen gesamten Organismus anzuwenden,
fehlen die noch mdglichen Interaktionen der anderen Korperzellen, die zu noch groRerer
Komplexitat beitragen wirden. Erganzende Studien kdnnten mit anderen Zelllinien, zum

Beispiel Makrophagen oder mit Tiermodellen durchgefuhrt werden.

Betrachtet man wiederum auf molekularer Ebene des Organismus die bekannten
Signalwege, sowohl die MyD88- abhangigen als auch die alternativen Signalwege aus
statistischer Sicht, findet man in der Literatur keine Angaben Uber den Zeitpunkt, die
Voraussetzungen und die Wahrscheinlichkeit der Aktivierung des einen oder des
anderen Weges. Es ware interessant diese Fragen beantworten zu kdnnen, da es
wahrscheinlich eine grof3e Rolle spielt, welcher Weg, zu welcher Zeit und wie haufig
genommen wird. Die Signalwege munden immer in einer speziellen Genexpression, die
wiederum zu einer charakteristischen Zytokin-Produktion fihrt. Da aber anzunehmen ist,
dass NF-kB andere Gene induziert als zum Beispiel der Transkriptionsfaktor IRF-3, ist
die konsekutive Veranderung des Zytokinmilieus folglich auch abhangig von den oben
genannten Faktoren.

Auch aullerhalb der Zelle gibt es viele Variablen, von denen der Signalweg und damit
die entstehende Immunantwort abhangt. Alle beteiligten Moleklle kénnen den Verlauf
modellieren. Hier sind zum einen die Scavenger-Rezeptoren zu nennen. Sie erkennen
die artspezifischen Anteile des LPS-Molekuls und modifizieren so die nachfolgende
Immunreaktion. Diese Rezeptoren werden sowohl von Makrophagen, als auch von
Lipopolysaccharid selbst stimuliert. Die bakterielle Herkunft des Lipopolysaccharides

konnte ebenfalls fir eine unterschiedliche Anzahl an Scavenger-Rezeptoren
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verantwortlich sein. Es ist anzunehmen, dass die Anzahl der Rezeptoren und somit die
Menge der abgefangenen, bzw. die Menge der ,durchgelassenen“ LPS-Moleklle, die
Zusammensetzung der Mediatoren beeinflusst. Hier spielen wiederum auch
Interaktionen einzelner Zytokine untereinander eine Rolle.

Die gewonnen Daten aus den Interleukin-10 (IL-10) und Interferon-y (IFN-y) Messungen
Uber 24h (Abbildung 8 und 9), lassen einen solchen Mechanismus vermuten. Die spate
Reaktion der Interleukin-10 (IL-10) und Interferon-y (IFN-y) Ausschuttung auf die
Lipopolysaccharide der Bakterienstamme Escherichia coli, Salmonella typhosa und
Klebsiella pneumoniae ist wahrscheinlich keine direkte Wirkung der LPS- Toll-like
Rezeptor- Interaktion. Diese wurde schnell und fruh Wirkung zeigen. Vielmehr kdnnten
bereits im Milieu vorhandene Zytokine untereinander agieren und ihrerseits weitere

Blutzellen zur Ausschittung von Interleukin-10 (IL-10) anregen.

Des weiteren gibt es bereits Hinweise darauf, dass die SR-As zusatzlich in der Lage
sind, unter Umgehung des CD14/TLR-MD2-Signalweges, die Produktion von
Interleukin-1 zu induzieren (Miller und Krangel, 1992). Die Ausléser und Bedingungen
fur diese Induktion sind jedoch noch nicht gefunden worden. Fir SR-As erkennbare
strukturelle Molekulunterschiede kdnnten eine Rolle spielen.

Wie die Studiendaten dieser Arbeit zeigen, fuhrt die Stimulation mit Pseudomonas
aeruginosa- Lipopolysaccharid zu einer sehr viel geringeren Interleukin-1p Ausschuttung
als dies die anderen Sorten vermdgen. Wenn der alternative, zusatzliche Interleukin-1
Produktionsweg durch die SR-As nach der Erkennung des Pseudomonas aeruginosa-
LPS bei dieser Bakteriensorte eine untergeordnete Rolle spielt, wirde dies die
signifikant geringere Ausschuttung, im Vergleich zu den anderen LPS-Sorten erklaren.
Erganzend zu diesen Mechanismen sind auch die Iodslichen Rezeptoren und
bakteriziden Proteinezu nennen. Ein solches Protein ist zum Beispiel das ,BPI*
(bakterizides permeabilitatssteigerndes Protein), welches in den Azurgranula von
neutrophilen Leukozyten (PMN) vorkommt. BPI erniedrigt die Aktivitat des Endotoxins,

indem es seine Bindungsfahigkeit mit CD14 vermindert (Lamy und Deby-Dupont, 1995).

Als I6sliche Rezeptoren sind vor allem Interleukin-neutralisierende Rezeptoren wie p55

und p75 (Tumor-Nekrose-Faktor-a-spezifisch) und Interleukin-1R /Il (Interleukin-13
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spezifisch) zu nennen. Diese loslichen Formen von Rezeptoren entstehen
wahrscheinlich durch proteolytische Mechanismen oder alternatives SpleiRen (Mohler et
al., 1993). lvami et al. konnten 2000 sogar ldsliche, alternative Spleil3formen des Toll-
like Rezeptors 4 in murinen Makrophagen der Zelllinie RAW 264.7 nachweisen. Sie
spielen eine inhibitorische Rolle bei der LPS- induzierten Tumor-Nekrose-Faktor-o
Produktion.

Es ist noch wenig uber die Produktion und den Wirkmechanismus dieser Rezeptoren
bekannt, so dass auch hier eine mdgliche Ursache in der gezielten Immunmodulation

bei Erkennung unterschiedlicher LPS-Sorten liegen kénnte.

In dieser Studie werden verschiedene, laborchemisch hergestellte Lipopolysaccharid-
Sorten verwendet. Es ware fortflhrend ebenso interessant zu untersuchen, welche
Auswirkungen die vollstandig intakten Bakterien der verschiedenen Stamme auf die
Mediatorausschuttung haben.

Es konnte sein, dass artspezifische Bakterienbestandteile, unabhangig von der
Lipopolysaccharid- Region, erkannt werden und so immunrelevant werden.

Selbst bei der Herstellung der Lipopolysaccharid- Molekile koénnen zwischen
verschiedenen Chargen Unterschiede auftreten. 2001 untersuchten Netea et al. die
Signalwege von Escherichia coli und Salmonella typhimurium und postulierten, dass
quantitative oder qualitative Unterschiede innerhalb der Proteine, die mit dem Endotoxin
in Verbindung stehen und bei der Herstellung an dem Molekul verbleiben, ursachlich fir

unterschiedliche Reaktionen sein konnten.

Das Immunsystem weist eine Komplexitat auf, welche die Entwicklung eines effektiven
Therapeutikums im Kampf gegen die Sepsis, nahezu unmoéglich macht. Diese
Erkrankung ist nicht durch die alleinige Blockade oder Beeinflussung eines bestimmten
Teiles der Immunantwort zu bekampfen.

Diese Arbeit erbringt den Beweis, dass die Lipopolysaccharide verschiedener
Bakterienstdmme einen unterschiedlich starken und selektiven Einfluss auf die

Ausschuttung von Entzindungsmediatoren nehmen.
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Es ist sinnvoll, die direkte Beziehung zwischen einem vorhandenen Keim oder
Bakterium und dem daraus resultierenden Zytokinmillieu mehr in bestehende Sepsis-
Scores einzubeziehen. Nur so kénnen genauere Aussagen Uber den mdglichen Verlauf
der Erkrankung getroffen werden.

Auch bei Verwendung von Tiermodellen und grundlegenden Sepsisstudien in vitro sind
die bakterienspezifischen Unterschiede hinsichtlich des Zytokinmillieus und dessen
zeitichem Verlauf zu beachten. Die unterschiedlichen Effekte kdnnen einen
signifikanten Einfluss auf die Interpretation von Daten austben.

Bevor In-vivo- Experimente begonnen werden, konnte die Durchfuhrung von
umfassenden Ex-vivo- Vollblut-Untersuchungen Uberaus nutzlich sein, um die fur die
jeweilige Fragestellung sinnvoliste Lipopolysaccharid-Sorte und den besten Zytokin-
Bestimmungszeitpunkt festzulegen.

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass Studien mit ahnlicher Fragestellung, die
jedoch mit unterschiedlichen Lipopolysacchariden arbeiten, hinsichtlich ihrer Ergebnisse

nicht vergleichbar sind.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie wuntersucht den stimulierenden Effekt gereinigter
Lipopolysaccharide (LPS) der Bakterienstdmme Escherichia coli, Salmonella thyphosa,
Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella pneumoniae auf die Produktion der Zytokine
Tumor-Nekrose-Faktor-oo  (TNF-a), Interleukin-1p  (IL-1B), Interferon-y  (IFN-y),
Interleukin-10 (IL-10) und MCP-1 in Vollblut-Proben. Diese Effekte werden mittels ELISA
gemessen.

Aus der Inkubation von 0,5ml Vollblut mit 10ng/ml E. coli und S. thyphosa resultierte
eine zeitabhangige Produktion von TNF-a, IL-18, IFN-y, IL-10 und MCP-1.
K. pneumoniae hingegen zeigt hauptsachlich Effekte auf IL-1p, IL-10 und MCP-1 und
weniger starke auf TNF-a und IFN-y. Das LPS von P. aeruginosa zeigt in Bezug auf die
Produktion von MCP-1 ahnlich starke Effekte wie die anderen LPS-Sorten, die
Stimulation der anderen Zytokine bleibt jedoch aus.

Zusatzlich kénnen weitere Effekte der verschiedenen LPS-Praparate hinsichtlich der
Mediator - Produktion Uber einen Zeitraum von 24 Stunden aufgezeigt werden. Hierzu
wird mit 0,1ng bzw. 1000ng LPS pro ml stimuliert. Diese Dosis-Antwort-Kurven werden
mit LPS von E. coli, S. thyphosa und K. pneumoniae bei allen Mediatoren erzielt. Die
Ausnahmen stellen IL-13 und MCP-1 dar.

Der auffalligste Unterschied zwischen den einzelnen Sorten ist die Fahigkeit des LPS
von Pseudomonas aeruginosa, einen ausgepragten Dosis-Effekt auf MCP-1 auszuuben,
trotz seines sehr schwachen Stimulationsvermogens auf die anderen Zytokine.

Diese Daten zeigen, dass die bakterielle Herkunft der LPS-Praparate eine wichtige Rolle
bei der Produktion von Entziindungsmediatoren spielt.

Ferner konnte der starke selektive Dosis-Effekt von P. aeruginosa auf die MCP-1
Produktion das Ubergewicht der bermaRigen Infiltration von Entziindungszellen bei

Krankheiten wie z.B. zystischer Fibrose erklaren.
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6.3 Diagramm-Legende

Abbildung 6 - 10

Effekt von 10 ng/ml LPS auf die Zytokinproduktion in Voll-Blut-Proben innerhalb von
24h. 0,5 ml der menschlichen Voll-Blut-Proben wurden mit 10 ng/ml LPS von vier
verschiedenen Bakterienstimmen behandelt und die Uberstande wurden auf deren
Mediatorproduktion mittels ELISA untersucht.

Die Daten wurden als gerundete Werte + Standartabweichung angegeben.

P-Werte< 0,05 wurden als signifikant angesehen.
Diese Werte sind durch folgende Zeichen erkenntlich:
* Pseudomonas aeruginosa vs. alle

# Klebsiella pneumoniae vs.alle
- Pseudomonas aeruginosa vs. E.coli und S.typhosa

+ Klebsiella pneumoniae vs. E.coli und S.typhosa

A Klebsiella pneumoniae vs. E.coli und P.aeruginosa
~ Pseudomonas aeruginosa vs. K.pneumoniae

° Klebsiella pneumoniae vs. E.coli

X Pseudomonas aeruginosa vs. E.coli

& Klebsiella pneumoniae vs. S.typhosa
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Abbildung 11 - 15

Die Daten fur die Dosis-Antwort-Kurven der Zytokinproduktion fur die verschiedenen
Bakterien-LPS-Sorten in Voll-Blut-Proben tber 24h wurden als gerundete Werte +

Standartabweichung gegeben. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen.

Diese Werte sind durch folgende Zeichen erkenntlich:

* Pseudomonas aeruginosa vs. alle
# Klebsiella pneumoniae vs. alle

- Pseudomonas aeruginosa vs. E.coli und S.typhosa

+ Klebsiella pneumoniae vs. E.coli und S.typhosa

A Klebsiella pneumoniae vs. E.coli und P.aeruginosa
~ Pseudomonas aeruginosa vs. K.pneumoniae

° Klebsiella pneumoniae vs.E.coli

X Paeudomonas aeruginosa vs. E.coli

& Klebsiella pneumoniae vs. S.typhosa



Bakterien Sorte = E. coli

Zeit [h] 0 2 8 12 24

Max [Min |Mean |SD [Max |Min Mean |SD Max Min Mean |SD Max Min Mean |SD Max Min Mean |SD Max Min Mean |SD
IFN-gamma [pg/ml] 0,00,0|] 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 25,5 12,8 17,7 6,8 92,8 32,9 55,5 | 32,6 | 289,6 | 127,7 | 183,7 | 91,8
IL-10 [pg/ml] 11,8|/0,0| 3,9 |6,8| 115 | 0,0 3,8 6,7 11,3 0,0 3,8 6,5 13,6 0,0 7,9 7,0 31,0 15,0 23,9 82 | 193,7 | 72,5 | 128,8 | 61,1
IL-1beta [pg/ml] 0,010,0|] 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 25,3 0,0 14,3 | 12,9 | 571,5 | 303,4 | 480,0 | 152,9| 715,9 | 495,7 | 618,8 | 112,4| 684,8 | 442,7 | 550,5 | 123,2
MCP-1 [pg/ml] 0,0]0,0|] 0,0 |0,0] 855 | 0,0 | 457 | 43,0 | 197,0 | 24,2 93,8 | 91,1 | 1588,7| 694,9 | 1063,4 | 467,0| 1472,5| 1008,9 | 1181,3 | 253,6 | 2270,6 | 1344,3 | 1862,6 | 472,9
TNF-alpha [pg/ml] 0,010,0| 0,0 |0,0]197,9|144,0]170,3| 27,0 | 588,2 | 363,8 | 467,5 | 113,2| 1484,3] 1085,5| 1235,4| 217,1| 1472,9| 1017,1| 1256,9| 228,8| 752,9 | 595,1 | 649,8 | 89,3
Bakterien Sorte = S. typhosa
Zeit [h] 0 2 8 12 24

Max | Min| Mean| SD| Max | Min | Mean| SD Max Min Mean | SD Max Min Mean | SD Max Min Mean | SD Max Min Mean SD
IFN-gamma [pg/ml] 0,0]0,0|] 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18,0 0,0 11,9 | 10,3 | 55,6 25,1 38,9 | 155 | 283,9 | 131,7 | 198,6 | 77,7
IL-10 [pg/ml] 0,0 10,0| 00 |0,0] 11,6 | 0,0 3,9 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0 12,8 0,0 8,3 7,2 46,6 18,8 32,1 | 14,0 | 159,2 | 121,2 | 1353 | 20,8
IL-1beta [pg/ml] 0,0]0,0|] 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 43,1 0,0 19,8 | 21,7 | 428,8 | 279,2 | 378,3 | 85,8 | 706,3 | 336,2 | 481,2 | 197,6| 648,4 | 206,3 | 390,9 | 229,9
MCP-1 [pg/ml] 0,0 10,0|] 0,0 |0,0| 683 | 0,0 | 22,8 | 39,4 | 160,3 | 31,6 78,8 | 70,8 | 1648,1| 727,0 | 1123,1| 473,9| 1562,2| 880,7 | 1127,7 | 377,4| 2258,0 | 1955,2 | 2103,3| 151,5
TNF-alpha [pg/ml] 0,00,0|] 0,0 |0,0]198,9(|136,0|164,2| 32,0 | 471,9 | 272,0 | 387,4 | 103,4| 1392,9| 1058,7 | 1224,5| 167,1| 1182,8| 1060,0 | 1134,6| 65,6 | 725,8 | 441,4 | 608,6 | 148,7
Bakterien Sorte = Klebsiella pneumoniae
Zeit [h] 0 2 8 12 24

Max | Min| Mean| SD| Max | Min | Mean| SD Max Min Mean | SD Max Min Mean | SD Max Min Mean | SD Max Min Mean SD
IFN-gamma [pg/ml] 0,00,0| 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 12,6 6,6 10,2 3,2 32,6 7,6 18,6 | 12,8 | 119,1 | 40,7 71,5 41,8
IL-10 [pg/ml] 11,2 0,0 3,7 |6,5| 10,5 | 0,0 3,5 6,1 12,2 0,0 4,1 7,0 18,6 13,6 16,4 2,6 49,3 33,3 43,4 8,8 | 213,4 | 142,6 | 166,4 | 40,8
IL-1beta [pg/ml] 0,010,0| 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 31,0 0,0 10,3 | 17,9 | 381,5 | 239,6 | 295,7 | 75,5 | 566,2 | 367,4 | 471,7 | 99,8 | 518,7 | 368,3 | 447,2 | 75,5
MCP-1 [pg/ml] 0,00,0| 00 |00 670 00 | 40,1 | 354 | 271,4 | 28,0 | 176,5 | 130,3| 1564,8| 713,3 | 1211,8| 444,1| 2097,5| 1659,9| 1929,5] 235,8 | 2593,8 | 2390,0 | 2516,0 | 110,1
TNF-alpha [pg/ml] 0,010,0| 0,0 |0,0]207,3|106,3|146,9| 53,3 | 563,3 | 227,8 | 348,4 | 186,6| 808,3 | 654,1 | 7249 | 77,8 | 710,6 | 696,0 | 704,3 | 7,5 | 590,3 | 435,2 | 492,6 | 85,0
Bakterien Sorte = Pseudomonas aeroginosa
Zeit [h] 0 2 8 12 24

Max | Min| Mean| SD| Max | Min | Mean| SD Max Min Mean | SD Max Min Mean | SD Max Min Mean | SD Max Min Mean SD
IFN-gamma [pg/ml] 0,0]0,0|] 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
IL-10 [pg/ml] 0,0 10,0| 0,0 |0,0] 10,3 | 0,0 3,4 6,0 10,1 0,0 3,4 5,8 10,7 0,0 3,6 6,2 11,2 0,0 3,7 6,5 0,0 0,0 0,0 0,0
IL-1beta [pg/ml] 0,0/0,0|] 0,0 |0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 21,9 0,0 7,3 12,7 | 201,6 0,0 77,9 |108,3| 281,9 0,0 102,9 | 155,6
MCP-1 [pg/ml] 0,00,0| 00 |00 475| 0,0 | 158 | 27,4 | 2180 | 42,8 | 1244 | 88,3 | 724,9 | 563,9 | 663,1 | 86,8 | 1586,0| 764,5 | 1233,6| 423,0| 2126,1| 981,5 | 1699,8| 625,7
TNF-alpha [pg/ml] 0,00,0| 00 |00]| 622 95 | 29,1 | 28,8 | 44,6 9,5 23,2 | 18,8 | 434 14,3 24,6 | 16,3 | 35,0 10,2 20,8 | 12,8 | 17,7 0,0 9,5 8,9




Bakterien Sorte = E.coli

Dosis [ng/ml] 0,1 1 10 100 1000

Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD
IFN-y [pg/ml] 309,6 0,0 86,9 118,8 709,1 17,8 298,6 263,9 797,2 44,5 409,1 331,9 878,8 57,2 440,7 327,9 941,5 69,8 468,2 345,0
IL-10 [pg/ml] 2175 35,1 141,3 65,6 272,1 55,3 184,2 71,6 313,4 71,6 206,9 83,2 435,4 115,9 271,9 108,5 601,2 194,7 435,4 155,4
IL-1beta [pg/ml] | 2032,5| 1160,7| 1581,3 315,3| 2234,6] 1462,9| 1800,9 293,0| 2162,4] 14752 1797,1 243,4| 2319,1] 1491,0f 1851,6 300,8| 2349,5| 1401,4 1829,9 316,6
MCP-1 [pg/ml] 4625,7 493,4| 1580,6| 1549,7| 4353,4 433,9] 1850,0] 1396,1| 3568,3 576,4| 1870,6| 1073,0f 2877,2 555,01 1662,7 893,7| 1567,5 342,1 880,9 458,8
TNF-a [pg/ml] 2293,1 288,2 968,4 704,6] 2981,8 555,6| 12222 900,3| 3243,8 480,7| 1332,3 993,2| 4491,8 812,6| 1712,2| 1394,2| 5855,9| 1245,6| 2414,5| 1857,9
Bakterien Sorte = S.typhosa
Dosis [ng/ml] 0,1 1 10 100 1000

Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD

IFN-y [pg/ml] 268,0 0,0 79,9 104,6 643,4 23,4 231,5 243,5 735,4 48,2 337,4 259,4 763,6 90,5 439,1 278,9 | 1007,8 | 130,8 569,6 330,4
IL-10 [pg/ml] 192,7 34,2 133,5 59,9 297,6 69,4 194,7 82,5 337,0 83,0 222,9 90,6 437,9 108,8 268,8 119,8 578,0 185,5 382,0 140,3
IL-1beta [pg/mil | 1 o5 o | 11864 | 1502,0 | 264,7 | 20105 | 1405,8 | 1667,1 | 2114 | 20235 | 1462,7 | 1649,7 | 1930 | 2257,4 | 15831 | 18401 | 2552 | 22006 | 1519,3 | 18505 | 352,5
MCP-1 [pg/ml] | 4836,6 | 547,2 | 1760,8 | 1561,9 | 5277,5 | 632,6 | 1786,9 | 1739,1 | 4834,8 | 796,8 | 1791,7 | 1528,1 | 5407,1 | 946,3 | 2214,9 | 1689,6 | 3565,2 | 908,0 | 1589,3 | 1004,6
TNF-a [pg/ml] 1787,0 | 334,3 864,4 508,8 | 2549,8 | 418,4 | 1161,3 | 746,6 | 3082,0 | 662,4 | 1310,9 | 902,9 | 3339,1 | 860,2 | 15759 | 911,3 | 4018,8 | 1089,3 | 1955,1 | 1185,9
Bakterien Sorte = K.pneumoniae
Dosis [ng/ml] 0,1 1 10 100 1000

Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD
IFN-y [pg/ml] 22,5 0,0 5,7 9,5 107,7 0,0 44,2 45,0 203,7 0,0 70,8 81,3 221,9 0,0 73,0 95,0 136,7 0,0 44,1 63,7
IL-10 [pg/ml] 64,2 0,0 39,0 24,7 252,6 59,9 160,2 65,5 413,5 97,9 269,6 122,4 578,5 144,3 353,6 138,1 654,2 169,8 419,8 154,9
IL-1beta [pg/ml] | 1351,8 327,9 880,7 403,6| 1777,9 937,1| 14129 291,1| 1935,5] 1190,0f 1537,0 263,1| 2010,7] 1356,2f 1612,0 226,1| 1918,7 968,5| 1404,3 333,0
MCP-1 [pg/ml] 5488,1 255,8| 1802,0f 1865,2| 4293,1 508,4| 1283,7| 1477,5| 4107,4 611,0] 1322,3| 1371,3| 3218,4 513,8| 1100,7| 1043,5| 24129 428,4 894,6 750,3
TNF-a [pg/ml] 559,2 94,1 307,7 198,6| 1685,0 381,8 908,0 478,2| 3130,6 615,9] 1344,1 915,4| 4211,8 641,1| 1695,9| 1300,2| 3722,5 698,3|] 1660,1| 1063,6
Bakterien Sorte = P.aeruginosa
Dosis [ng/ml] 0,1 1 10 100 1000

Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD Max Min Mean SD
IFN-y [pg/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 48,2 0,0 8,0 19,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 129,6 0,0 29,2 51,0
IL-10 [pg/ml] 0,0 0,0 0,0 0,0 27,2 0,0 5,8 10,9 28,6 0,0 7,4 12,1 100,2 10,3 45,9 33,7 340,9 74,3 210,4 113,1
IL-1beta [pg/ml] 757,0 46,1 278,6 271,6 866,7 111,8 443,1 280,7| 1024,3 164,0 489,4 336,0] 1526,6 411,4 815,1 436,5| 1985,6 845,2| 1289,3 488,5
MCP-1 [pg/ml] 3736,8 331,4] 1050,3| 1325,4| 4484,3 367,4| 1410,2| 1523,8| 6091,3 458,0] 1992,3| 2081,9| 7960,8| 1144,9| 3212,9| 2444,6| 6708,7| 1367,5| 4446,3| 1954,2
TNF-a [pg/ml] 130,8 0,0 52,0 61,4 169,6 35,1 81,0 53,1 164,6 51,8 99,8 40,3 377,7 73,3 210,3 99,4| 1324,0 318,4|] 1012,8 380,2
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