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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: Monozyten gelten als Hauptproduzenten von Zytokinen, wie Interleukin
(IL)-6, IL-8 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a. Katecholamine, welche hédufig in der
Intensivtherapie der schweren Sepsis eingesetzt werden, haben mdglicherweise einen
Einfluss auf die Zytokin-Produktion von Monozyten. In dieser Studie wurden der Effekt
von Adrenalin (Adr), Noradrenalin (Nor) und Dopexamin (Dop) auf die intrazelluldre

Zytokinexpression von Monozyten untersucht.

Methoden: Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) wurde ein in vitro Modell der
gram-negativen Sepsis evaluiert und die Zeitkinetiken von IL-6, IL-8 und TNF-0, sowie
die Dosis-Wirkungs-Beziehung von Lipopolysaccharid (LPS) zu IL-8 und TNF-a
ermittelt. Vollblut von fiinf gesunden Probanden wurde mit LPS und Katecholaminen in
verschiedenen Konzentrationen filir Zeitrdume von 45 Minuten bis zu 12 Stunden (Std)
inkubiert. Mit Hilfe der Mehrfarbendurchflusszytometrie wurden CD14" Monozyten im
Vollblut phénotypisiert und deren intrazelluldire Expression von IL-6, IL-8 und TNF-a

gemessen.

Ergebnisse: Die Expressionskinetiken zeigen, dass TNF-a als erstes Zytokin gefolgt von
IL-8 und IL-6 von Monozyten nach LPS Stimulation produziert wird. IL-8 und TNF-a
zeigen keinen Unterschied hinsichtlich ihrer Dosis-Wirkungs-Beziehung zu LPS.
Adrenalin und Noradrenalin (10 pM, 100 pM) hemmen die Expression von IL-6 und
TNF-a signifikant (p < 0,05). Die IL-8 Expression wird dagegen nicht beeinflusst. Es
konnte kein Unterschied zwischen Adrenalin und Noradrenalin in Bezug auf die
Zytokinexpression gezeigt werden. Dopexamin zeigt im Vergleich zu Noradrenalin eine
geringere Inhibition bei hohen Katecholaminkonzentrationen (100 uM, 300 uM) (p <
0,05). Der inhibierende Effekt von Noradrenalin (10 uM und 100 pM) ist bei geringeren
LPS-Konzentration (0,2 ng/ml versus (vs) 1 ng/ml vs 10 ng/ml) stirker ausgepragt (p <
0,05).

Schlussfolgerung: Die intrazelluldr gemessene Zytokinexpression in Monozyten folgt
einer definierten Kinetik. Adrenalin, Noradrenalin und Dopexamin zeigen einen
tiberwiegend hemmenden Einfluss auf die Zytokin-Expression, jedoch werden nicht alle
Zytokine in der gleichen Weise beeinflusst. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zeigen, dass die in der Sepsis notwendige Katecholamintherapie in unterschiedlichem

Ausmal zu einer Modulation der intrazelluldren Zytokinsynthese beitragt.

Rontgen, Philipp: Einfluss von Katecholaminen auf die Produktion proinflammatorischer
Zytokine in Monozyten. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 62 Seiten, 2005



Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole
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1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Der menschliche Korper hat sich tiglich mit einer Vielzahl von Fremdorganismen
auseinander zu setzen und sich den Angriffen von Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten
zu erwehren. Grundlage fiir diese Abwehrprozesse ist die Fahigkeit, zwischen fremdem
und korpereigenem Gewebe zu unterscheiden. Diese Aufgabe iibernimmt das
Immunsystem. Mit Hilfe der verschiedenen am Immunsystem beteiligten Zellen gelingt
es, Mikroorganismen und andere Pathogene zu erkennen und den Korper vor Infektions
krankheiten und deren Folgen zu schiitzen. Die beteiligten Zellen und ihre Reaktionen auf

das als fremd erkannte Material wird im Folgenden ndher dargestellt.

Das Immunsystem kann in ein angeborenes Immunsystem und in ein erworbenes
Immunsystem unterteilt werden. Das phylogenetisch éltere, angeborene Immunsystem
bildet die erste Verteidigungslinie im Verlauf der Reaktion auf eine Infektion. Essentiell
fiir die angeborene Immunantwort sind Monozyten/Makrophagen und Granulozyten,
welche zur Phagozytose befahigt sind. Die Monozyten/Makrophagen nehmen neben der
Phagozytose zahlreiche weitere wichtige Funktionen wahr, auf die im Verlauf noch

genauer eingegangen wird.

Im Verlauf der Evolution hat sich zusitzlich das spezifische, adaptive und
phylogenetisch jiingere Immunsystem entwickelt. Die Zellen des adaptiven Immun
systems sind die Lymphozyten. Das adaptive Immunsystem lernt nach einem Erstkontakt
bestimmte antigene Strukturen des Fremdorganismus kennen. Durch klonale Expansion
wird ein spezifischer Lymphozytenzellklon gebildet und vermehrt, der bei einem zweiten
Kontakt mit dem Antigen in der Lage ist, schnell und gezielt auf das Pathogen zu
reagieren. Auf diesem Weg wird eine zeitweise, eventuell sogar lebenslange Immunitét
gegen Pathogene erworben und das eigene Korpergewebe als nicht pathogen erkannt. Die
Zellen des adaptiven Immunsystems sind die B- und T-Lymphozyten. T- bzw. B-
Lymphozyten unterscheiden sich durch ihre Funktion, ihre Antigenrezeptoren und dem

Ort, an dem sie ausdifferenzieren.

B-Lymphozyten produzieren Antikérper oder auch Immunglobuline (Ig), welche
die humorale Immunitit bewirken. T-Lymphozyten sind fiir die zelluldre spezifische
Immunitit zustindig. Sie konnen direkt auf ein Pathogen einwirken. Es existieren
unterschiedliche Subpopulationen von T-Lymphozyten. Zytotoxische cluster of
differention (CD)8" T-Lymphozyten produzieren Substanzen, die Zielzellen lysieren oder

Apoptose initiieren konnen. Helfer-T-Lymphozyten (Th-Zellen) modulieren iiber die



Produktion von Signalstoffen die Immunfunktion. Nullzellen, unter denen die
Natiirlichen-Killer-Zellen eine wichtige Funktion einnehmen, haben vornehmlich die

Funktion virusinfizierte und entartete kdrpereigene Zellen zu toten.
1.1.1 Monozyten

Monozyten sind mit einem Durchmesser von 16-20 pm die grofften Zellen der
Leukozytenpopulation. Sie besitzen einen lidnglichen, meist nierenférmigen Kern. Ein
ausgeprigter Golgiapparat deutet auf eine starke sekretorische Aktivitit hin. Monozyten
und Makrophagen stammen wie die Granulozyten von pluripotenten Stammzellen im
Knochenmark ab. In der Monozytopoese entwickeln sie sich im Knochenmark aus der
myeloiden Vorlduferzelle iiber Monoblasten und Promonozyten zu reifen Monozyten.
Diese Differenzierung und Reifung der Monozyten wird durch den granulocyte-
macrophage-colony-stimulating-factor (GM-CSF) und dem macrophage-colony-
stimulating-factor (MCSF) gesteuert [56]. Ausgereifte Monozyten verlassen das
Knochenmark und zirkulieren fiir 870 Stunden (Std) im Blutkreislauf. Sie haben eine
Halbwertszeit von (Tso)= 15-20 Stunden [90]. Die Zirkulationsdauer ist abhingig von
Entziindungsmediatoren, welche die Chemotaxis und die Diapedese an den Ort der
Inflammation vermitteln. Monozyten differenzieren sich abhédngig vom Zielgewebe in
gewebespezifische Makrophagen, die fiir Monate bzw. Jahre im Gewebe persistieren
konnen. Zu diesem Monozyten/Makrophagen-System gehoren Alveolarmakrophagen,
Peritonealmakrophagen, Kupffersche Sternzellen, Milzmakrophagen, Gelenkmakro-
phagen und die Mikroglia des Gehirns. Im Immunsystem nimmt das Monozy-
ten/Makrophagen-System eine Schliisselrolle ein. Es iibernimmt vielseitige Aufgaben wie
die Phagozytose, die Antigenpridsentation, Abtétung von Mikroorganismen durch
immunglobulin abhingige zellvermittelte Zytotoxizitit, sowie die Produktion von
Entziindungsmediatoren, wie Zytokine und Interleukine, die der Steuerung des

Immunsystems dienen [55].

Auf der Zelloberflache der Monozyten finden sich eine Vielzahl an Rezeptoren, so
z.B. fiir die Fc-Segmente der IgG Subklassen (FcyR1(CD64), FeyR2(CD32) FcyR3
(CD16)), fiir Komplementfaktoren (CD35), fiir zahlreiche Zytokine wie Interleukin (IL)-2
und Interferon (IFN)-y und Hormone, wie unter anderem die fiir diese Arbeit wichtigen
Katecholaminrezeptoren. Ebenso befinden sich die Lipopolysacharidrezeptoren (CD14)

auf der Zelloberflache, die spezifisch fiir diese Leukozytensubpopulation sind.



1.1.2 Phagozytose, Zytotoxizitit und Antigenprisentation von Monozyten

Monozyten und Makrophagen nehmen Pathogene mittels Phagozytose auf.
Grundvoraussetzung dafiir ist die Bindung des Pathogens an die Zelloberflache. Dies wird
iiber die Bindung von antigenspezifischen Rezeptoren an Oberflichenstrukuren des
Pathogens erreicht. Eine weitere Moglichkeit der Bindung besteht {iber Opsonierung von
Fremdorganismen mittels IgG und IgD, an deren Fc-Segmente Monozyten mit Hilfe von
Fc-Segment-Rezeptoren wie CD64 und CD16 binden. Durch Einstiilpung der Zellmemr
bran an der Kontaktstelle des Pathogens werden Phagosomen gebildet. Diese ver
schmelzen mit Lysosomen zu Phagolysosomen. FEin niedriger pH-Wert, reaktive
Sauerstoffverbindungen und Enzyme wie Séurehydrolase, Myeloperoxidase und
Muraminidase sorgen fiir die Abtétung und den Abbau von Mikroorganismen in den
Phagolysosomen. Wihrend der Antigenprozessierung in den Phagolysosomen binden
Proteinstiicke an MHC-Klasse-2 Molekiile. Dieser Komplex wird dann an der &ufleren

Zellmembran der Monozyten, T-Lymphozyten, wie auch den B-Lymphozyten préisentiert.
1.1.3 Aktivierung von Monozyten

Monozyten liegen, damit sie nicht unkontrolliert korpereigenes Gewebe angreifen, im
inaktivierten Zustand vor. Erst bei Bedarf verlduft die Aktivierung in zwei Phasen. Die
erste Phase ist eine Voraktivierung im Besonderen durch IFN-y. Nach der Voraktivierung
werden Monozyten in einem zweiten Aktivierungsschritt durch unterschiedliche
Faktoren, wie Lipopolysaccharide (LPS), hitzeinaktivierte Mikroorganismen, Zytokine

wie TNF-o und IL-1 zu vollstindig aktivierten Monozyten.

Im Weiteren wird die Aktivierung durch gram-negative Mikroorganismen, wie
Escherichia (E) coli und andere Enterobakterien, deren Zellmembranbestandteil das LPS
ist, dargestellt. E. coli und Enterobakterien gehdren zu den gram-negativen Erregern, den
Verursachern der gram-negativen Sepsis. Um den Zusammenhang von Katecholamin
wirkung und Zytokinexpression in Monozyten nachvollziehen zu kénnen, ist die Kenntnis
der Aktivierungssignalkaskaden wichtig. LPS besteht aus drei makromolekularen
Anteilen, die von auBBen nach innen als Region I bis Region III beschrieben werden (siche
Abb. 1). Die Region III enthdlt das LPS typische Lipid A. Lipid A bildet den
Membrananker des LPS und ist fiir die Zytokinstimulation in Monozyten verantwortlich.
Es wird per Abgabe von Membranvesikeln oder durch den Zerfall absterbender gram-

negativer Bakterien in vivo freigesetzt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Lipolysaccharidmolekiils nach Erridge et al
2002 [19].

LPS interagiert mit dem LPS-bindenden Protein (LBP). Dieser LPS/LBP-Komplex
bindet in vivo an den zellmembranstindigen CD14 Rezeptor (mCD14) sowie an 16sliche
CD14 Rezeptoren (sCD14) im Serum. CD14 hat nach neuerer Auffassung die Aufgabe
die Bindung von LPS an den toll like receptor (TLR)-4-MD-2-Rezeptorkomplex zu
katalysieren bzw. die Endozytose von LPS in die Zellmembran von Monozyten zu
ermoglichen. TLR-4 aktiviert iiber das Adapterprotein Myeloid-Differenzierungs Faktor-
88 (MDF88) und mit Hilfe der Familie der Interleukin-1 assoziierten Kinasen (IRAK) den
Transkriptionsfaktor NF-kB. Neben TLR-4 kann TLR-2 ebenso eine Aktivierung von NF-
kB bewirken [94]. NF-kB aktiviert als Transkriptionsfaktor nach Translokation in den
Nukleus der Zelle die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen, wie 1L-6, 1L-8
und TNF-a [17].

1.1.4 Sekretorische Fihigkeiten der Monozyten

Uber die oben angefiihrten Signaltransduktionswege werden viele verschiedene Ent
ziindungsmediatoren von Monozyten exprimiert. Proinflammatorische Zytokine wie IL-1,
IL-6, IL-8 und TNF-a sowie antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 werden in der
Frithphase der Immunantwort auf Mikroorganismen gebildet. Monozyten besitzen neben
Zytokinen eine grofle Bandbreite an sekretorischen Faktoren, darunter Komplementfak-
toren, proteolytische Enzyme, aggressive Sauerstoffspezies, Gerinnungsfaktoren, Fibro-
nektin und Wachstumsfaktoren [15, 55]. Mit Hilfe dieser Produkte werden von
Monozyten eine Vielzahl immunologischer Prozesse, die Entziindungsreaktionen steuern

und regulieren, beeinflusst.



1.2 Zytokine

Zytokine sind hormonéhnliche Proteine, die von Leukozyten und einer Vielzahl weiterer
Zellen produziert werden. Sie wirken regulatorisch auf entziindliche Prozesse. Im
Gegensatz zu Hormonen, die von einem spezifischen Zelltyp gebildet werden, konnen
Zytokine eines Typs auch von verschiedenen Zellen produziert werden. Sie haben
pleiotrope und durch verschiedene Zellen redundant gewéhrleistete Funktionen. Zytokine
wirken autokrin, parakrin, juxtakrin und nur selten endokrin [45]. Zu den Zytokinen
zahlen Interferone, koloniestimulierende Faktoren, Wachstumsfaktoren, Chemokine und
Interleukine. Thre pleiotropen Funktionen gaben den Ausschlag fiir die Bezeichnung
Interleukin. Monozyten gelten als Hauptproduzenten pro- und antiinflammatorischer
Zytokine [28]. In der Pathogenese des systemic inflammatory response syndrome (SIRS)
und der Sepsis spielen die von Monozyten produzierten proinflammatorischen Zytokine
wie IL-6 , IL-8 und TNF-a eine besondere Rolle und zeigen bei erhdhten Plasmaspiegeln

eine positive Korrelation mit der Mortalitdt der Patienten [64, 72, 82].
1.2.1 Interleukin-6

IL-6 wird von vielen Zellen produziert. Hauptproduzenten in vivo sind Monozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen. Die NF-kB Bindungsstelle im Promotor ist

mitverantwortlich flir die Aktivierung der Genexpression von IL-6 [53].

Der IL-6 Rezeptor wird auf T-Zellen und mitogen aktivierten B-Zellen, Hepato-
zyten, peripheren Monozyten und einigen Makrophagen exprimiert. Die IL-6 Rezeptoren
gehodren zur Gruppe der alphahelikalen Rezeptoren, die sich in drei Untergruppen

unterteilen und gemeinsame intrazelluldre Signaltransduktionswege benutzen [45].

IL-6 zeigt sehr variable biologische Funktionen und besitzt pro- und
antiinflammatorische Effekte [18]. Unter anderem induziert es in Hepatozyten
Metallothionine, wirkt als neurotropher Faktor und stimuliert die ACTH-Produktion in
der Hypophyse. IL-6 wirkt als B-Zell-Differenzierungsfaktor, welcher die Dif-
ferenzierung von B-Zellen in Immunglobulin produzierende Plasmazellen anregt. Ebenso
aktiviert IL-6 T-Zellen und induziert zusammen mit IL-2 die Transformation in
zytotoxische T-Zellen. IL-6 induziert wihrend der Inflammation die Akut-Phase-Reaktion
[58]. Patienten, die an einem SIRS oder einer Sepsis leiden, zeigen erhohte IL-6
Plasmaspiegel [72]. Im Rahmen der Sepsistherapie hat sich IL-6 als ein Marker fiir die
Immunfunktion und als Outcomeparameter fiir das Multiorgandysfunktionssyndrom

(MODS) bewihrt [39, 65].



1.2.2 Interleukin-8

IL-8 ist ein Chemokin, das verantwortlich fiir die Rekrutierung und Chemotaxis von Ent-
zindungszellen ist. IL-8 wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulo-

zyten, Fibroblasten, Endothelzellen und vielen weiteren Zellen produziert.

Der IL-8 Rezeptor gehort zur Familie der Guaninnukleotid bindendenden (G)-
Protein gekoppelten Rezeptoren. Der Rezeptor befindet sich auf Lymphozyten mit einer
Dichte von 300/Zelle und auf neutrophilen Granulozyten mit einer Dichte von
20000/Zelle [54].

IL-8 unterscheidet sich von allen anderen Zytokinen durch seine Féhigkeit,
neutrophile Granulozyten zu aktivieren. Es fiihrt in neutrophilen Granulozyten zu einem
transient erhohten zytosolischen Ca**-Spiegel und fiihrt dadurch zu einem verstérkten O,-
Metabolismus mit Generierung von reaktiven O,-Spezies (Respiratory Burst) zu einer
vermehrten Exozytose von Granula, einer verstirkten Chemotaxis, einer vermehrten
Expression von Adhdsionmolekiilen und ist an der Vermittlung der Schmerzwahrnehm-
ung beteiligt. [L-8 hat einen chemotaktischen Einfluss auf alle migrationsfahigen Zellen
des Immunsystems, jedoch fiihrt IL-8 auch zu einer verminderten Adhésion von
Leukozyten an aktivierte Endothelzellen und scheint somit auch antiinflammatorische
Effekte zu besitzen [69]. Erhohte IL-8 Plasmaspiegel korrelieren in der schweren Sepsis
mit dem Schweregrad einer Laktatazidose, mit der Ausprdgung der dissiminierten
intravasalen Gerinnung, dem Schweregrad einer Hypoxie und erhéhten ,,acute physiology
and chronic health evaluation scores“ (APACHE)-II sowie der Mortalitit von
Sepsispatienten [32, 64, 85]. IL-8 scheint auch eine besondere Bedeutung in der

Pathogenese des acute lung injury zu zukommen [75].
1.2.3 Tumor Nekrose Faktor-a

TNF-a wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, NK-Zellen und
T-Zellen in Folge eines LPS-Stimulus produziert. Auch viele weitere Zellen und Tumor-
zellen, die nicht zum Immunsystem gezihlt werden, kénnen TNF-a produzieren. TNF-a

wird mit Hilfe des TNF-a converting enzyme iiber ein Precursorprotein gebildet [24].

TNF-a-Rezeptoren befinden sich in einer Dichte von ca. 500-10000/Zelle auf allen
somatischen Zellen, mit Ausnahme von Erythrozyten. Es wurden zwei unterschiedliche
Rezeptoren fiir TNF-a beschrieben [25]. TNF-R1 scheint, wie im TNF-R1-knockout-

Mausmodell gezeigt, eine bedeutende Rolle bei der Induktion der Immunantwort zu



spielen. Die Tiere sind immun gegeniiber den Effekten todlicher LPS Dosen, sterben

jedoch an verabreichten todlichen Dosen von Lysteria monocytogenis [59].

TNF-a ist ein wichtiger Bestandteil der Immunantwort auf Mikroorganismen. In
nicht aktivierten Monozyten induziert TNF-a die Synthese von IL-1 und Prostaglandin E,.
TNF-a stimuliert die Proliferation von T-Zellen in Abwesenheit von IL-2 und wirkt als
Proliferationsfaktor bzw. Differenzierungsfaktor fiir B-Lymphozyten. Im Kaninchen
modell konnte gezeigt werden, dass TNF-a ein wichtiger Mediator der gram-negativen
Sepsis ist. Es konnten in Tieren, denen todlichen Dosen Endotoxin verabreicht wurden,
stark erhohte TNF-a Plasmaspiegel nachgewiesen werden. Dieser tddliche Effekt konnte
durch TNF-a-Antikdrper antagonisiert werden [61]. Die aufgetretenen Symptome dhneln
denen der schweren gram-negativen Sepsis und dem schweren SIRS [76]. Es treten eine
dissiminierte intravasale Gerinnung, eine Mikroembolisation mit fibrinhaltigen
Prazipitaten der Mikrozirkulation, lokale Entziindungssymptome, hdmodynamische
Dysregulation sowie Gewebsnekrosen in Niere, Leber und Herz auf. TNF-a induziert
beim Menschen in Kombination mit IL-1 verschiedene Verdnderungen des Endothels. Es
bewirkt eine Inhibition antikoagulatorischer ~Mechanismen und fithrt zur
Hyperkoagulation und erhdht die Chemotaxis sowie die Endotheladhdrenz von
neutrophilen Granulozyten. In der schweren Sepsis und dem schweren SIRS des
Menschen wird TNF-a neben IL-1 als erstes Zytokin produziert. Fiir TNF-a konnte ein

kardiodepressorischer Effekt in der Sepsis nachgewiesen werden [40].
1.3 Katecholamine

Das sympathische Nervensystem kontrolliert zusammen mit dem Parasympathikus alle
vegetativ innervierten Strukturen und Organe des Korpers. Adrenalin und Noradrenalin
werden iiber die Vorstufe Dopamin (D) als korpereigene Katecholamine im sym-
pathischen Nervensystem gebildet und entfalten ihre Wirkung iiber Adrenorezeptoren. In
der Intensivtherapie werden Adrenalin, Noradrenalin und verschiedene synthetisch
hergestellte Katecholamine, wie z.B. Dopexamin, verwendet. Die Wirkung der
Katecholamine ist abhidngig von ihren spezifischen Adrenorezeptoren und deren

spezifischer Verteilung in den Zielorganen [67].
1.3.1 Adrenorezeptoren

Es werden drei Gruppen von Adrenorezeptoren unterschieden: o-Adrenorezeptoren, f3-
Adrenorezeptoren und dopaminerge Rezeptoren [67]. Diese Gruppen werden wiederum in

weitere Subtypen unterteilt, denen unterschiedliche Funktionen zugeschrieben werden.



Die a,-Adrenorezeptoren vermitteln hauptsiachlich die postsynaptischen Effekte an
den sympathischen Zielorganen, wihrend o,-Adrenorezeptoren filir die negative
Feedback-Hemmung der Noradrenalinfreisetzung aus den sympathischen Nerven

endigungen zustindig sind [34, 77].

Fir die B-Adrenorezeptoren findet sich eine unterschiedliche Verteilung in den
Effektororganen [11]. Am Myokard iiberwiegen hauptsédchlich ;-Adrenorezeptoren, an
der glatten Muskulatur und an den endokrinen Organen ,-Adrenorezeptoren, wobei an
Fettzellen und an der glatten Muskulatur des Magen Darm Traktes ;-Adrenorezeptoren
gefunden wurden [44].

Bei den Dopaminrezeptoren unterscheidet man D, bis Ds-Rezeptoren, unter denen
die D; und D,-Rezeptoren iiberwiegen. Man findet diese hauptsdchlich an den Gefillen

der Niere und des Mesenteriums [67].

Die unterschiedliche Verteilung der Adrenorezeptor-Subtypen und ihre unter
schiedliche Spezifitét fiir die adrenergen Liganden in den spezifischen Zielorganen sind
fiir die vielfdltigen Effekte der Katecholamine verantwortlich. Synthetisch hergestellte
Katecholamine werden héufig in der Klinik im perioperativen Management, z.B. nach
Operationen mit Hilfe der Herz-Lungen-Maschine bzw. zur Herz-Kreislauf-Unterstiitzung

bei der Behandlung von kritisch Kranken, in erheblichem Umfang eingesetzt.
1.3.2 Wirkung von Katecholaminen

Das Prinzip der Wirkungsentfaltung von Katecholaminen ist, dass sie durch eine extra-
zelluldare Aktivierung von Adrenorezeptoren eine intrazellulire Kopplung von Adreno-
rezeptor und Guaninnukleotid bindenden (G)-Proteinen auslosen. G-Proteine steigern oder
erniedrigen die Synthese von ,,second messenger*, welche liber mehrere Zwischenschritte
die physiologische Antwort auf die Ligandenbindung auslosen. Die relative Wirkstirke
von Adrenalin, Noradrenalin und Dopexamin an den verschiedenen Rezeptoren ist in Tab.
1 dargestellt. Die resultierende Wirkstarke ist von der Affinitit des Katecholamins zum
Rezeptorsubtyp, der intrinsischen Aktivierungspotenz und der Konzentration des
Agonisten am Rezeptor abhingig [67]. Abgesehen davon ist die Stimulation eines
Rezeptorsubtyps immer abhidngig von den Konzentrationen aller Liganden am Rezeptor.
Mehrere Liganden verdringen sich gegenseitig durch kompetitive Bindung an den
Rezeptoren und schwéchen somit die spezifische Wirkung der einzelnen Liganden ab.
Weitere EinflussgroB3en sind die vorliegende Rezeptordichte und die Rezeptorreserve. Bei
Abnahme der Rezeptordichte entfalten partielle Agonisten nicht mehr den vollen
physiologischen Effekt. Unter Umstdanden wirken bei zu geringer Rezeptordichte partielle



Agonisten sogar als Antagonisten. Volle Agonisten konnen jedoch bei reduzierter

Rezeptordichte noch einen maximalen physiologischen Effekt erreichen.
Adrenalin

Adrenalin aktiviert B- und a-Rezeptoren, hat jedoch keine Wirkung auf D-Rezeptoren.
Bei geringer Konzentration werden primdr ;- und p».-Rezeptoren stimuliert. Mit
zunehmender Konzentration werden zusétzlich auch a-Rezeptoren besetzt. Diese Wirkung
als voller Agonist an - und a-Rezeptoren ist fiir Adrenalin charakteristisch. Die Wirkung
kann durch - und a-Antagonisten spezifisch beeinflusst werden. Adrenalin bewirkt einen
dosisabhidngigen Anstieg des Herzzeitvolumens (HZV) mit einer hundertfach stirkeren
Wirkung als Dopamin [74]. Im hoheren Dosisbereich iiberwiegt die a-mimetische
Wirkung des Adrenalins, was sich in einem deutlichen Anstieg des peripheren
Widerstandes zeigt und zu einem Anstieg des arteriellen Mitteldrucks fiihrt. Adrenalin
wird bei der akuten Herzinsuffizienztherapie als wirkungsvollstes Inotropikum
verwendet. Weiterhin wird es hdufig im Rahmen des perioperativen Managements von
Operationen, die mit der Herz-Lungen-Maschine (HLM) durchgefiihrt werden,
verwendet. Der Abgang von der HLM fiihrt hdufig zu einer hd@modynamischen
Dysbalance des Patienten, so dass Adrenalin wegen seiner inotropen Wirkung hiufig
eingesetzt wird, um den Abgang von der HLM zu ermdéglichen. Die hohe Potenz des
Adrenalins an den B,-Rezeptoren, die eine starke Bronchodilatation bewirken, sowie sein
hdmodynamisches Wirkprofil und die Hemmung der Histaminfreisetzung aus basophilen
Granulozyten macht es zum Medikament der Wahl in der Behandlung des
anaphylaktischen Schocks [67]. Ebenso ist es das Medikament der Wahl bei der

kardiopulmonalen Reanimation [30].
Noradrenalin

Die Wirkung von Noradrenalin an den a- und ;-Rezeptoren ist weitgehend mit der von
Adrenalin vergleichbar, wobei die Wirkung an ,-Rezeptoren deutlich geringer ausfillt.
Die Affinitdt von Noradrenalin an ;-Rezeptoren ist in vitro ungetidhr zwanzigfach hoher
als an P,-Rezeptoren. Im Vergleich zu Dopexamin bewirkt Noradrenalin in hohen
Konzentrationen iiber ,-Rezeptoren eine hoéhere intrazellulire cAMP-Erhohung [48].
Aufgrund seiner Wirkung an den a-Rezeptoren bewirkt Noradrenalin an den peripheren
GefiBen eine Vasokonstriktion. Der vorherrschende klinische Effekt ist eine Steigerung
des systemischen Perfusionsdruckes. Das HZV bleibt {iiber eine Steigerung der
Kontraktilitat {iber fi-Rezeptoren trotz einer Erhohung des peripheren Widerstandes meist

unbeeinflusst. Pressorezeptoren verhindern einen iiberschieBenden Herzfrequenzanstieg



iiber bradykarde Einfliisse. Diese Eigenschaft macht Noradrenalin zum Therapeutikum
der Wahl in der hyperdynamen Phase des schweren septischen Schocks, da bei diesem
Krankheitsbild der verringerte systemische Perfusionsdruck ein wichtiger Faktor in der
Pathogenese der Entwicklung eines Multiorganversagens (MOF) oder MODS ist [67].

Intrinsische Aktivitdt B, B> ot o D D,
Adrenalin Voller Agonist

>0,2 ng/kg/KG ++ +H+ A+ 0 0

0,05-0,2 pg/kg/KG +++ +H+ ++ 0 0

0,02-0,05 pg/kg/KG  ++ ++ + + 0 0
Noradrenalin  Voller Agonist +++ ) - +++ 0 0
Dopexamin  Partieller Agonist + ++ 0 0 ++ +

Tab. 1: Die Tabelle zeigt die relativen Wirkstdrken der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Katecholaminen an verschiedenen Adrenorezeptor-Subtypen. Voller Agonist
bezeichnet Substanzen mit maximaler intrinsischer Aktivitéit. Partielle Agonisten fiihren bei
gleicher Konzentration am Rezeptor zu einer geringeren intrinsischen Aktivitit. Nach W.
Schiitz et al. 2000 [67].

Dopexamin

Dopexamin ist ein synthetisch hergestelltes, dem Dopamin &dhnliches, Katecholamin. Es
zeigt eine hauptsidchliche Wirkung an ,-Rezeptoren sowie an D;- und in geringerem
Ausmall an D,-Rezeptoren. Dopexamin kann in der Therapie der Herzinsuffizienz
eingesetzt werden, da es das HZV steigert. Dieser Effekt wird der Wirkung von
Dopexamin an P,-Rezeptoren zugeschrieben. Aufgrund der geringen P;-Aktivitdt soll
Dopexamin ein giinstigeres arrhythmogenes Profil besitzen als andere Katecholamine
[70]. Jedoch fiihrt Dopexamin in hdheren Dosen zu einer Tachykardie, vermutlich durch
eine reflektorische Vasodilatation aufgrund seiner B,-Wirkung. Besondere Bedeutung
erlangte das Dopexamin als im Tierversuch sowie im Menschen festgestellt wurde, dass
es in der Lage ist, die Splanchnikusperfusion zu verbessern [66]. Wihrend einer
Endotoxindmie konnte mit Dopexamin der Blutfluss postkapilldrer Venolen der Ratte und
die endotheliale Integritdt aufrecht erhalten, sowie die Leukozytenaktivierung und
-adhidrenz vermindert werden. Im septischen Schockmodell verschiedener Spezies wurde
unter Dopexamin eine verbesserte Mukosadurchblutung des Darmes und ein giinstiger

Effekt auf die Gewebeoxygenierung in Darm und Leber gefunden [ 14, 46, 78].
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1.4 Einfluss von Katecholaminen auf das Immunsystem

Loeper und Crouzon konnten 1904 als Erste anhand des Differentialblutbildes die
Wirkung von Katecholaminen auf das Immunsystem nachweisen. Sie stellten fest, dass
nach subkutaner Injektion von Adrenalin eine Granulozytose induziert wird. Dieser
Einfluss ist bidirektional. Es werden nicht nur Immunfunktionen vom Nervensystem
beeinflusst, sondern das Immunsystem hat ebenso einen Einfluss auf das Nervensystem
[93]. Zytokine und Interleukine wirken auf das ZNS und das autonome Nervensystem
unter anderem {iber die Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Das Nervensystem exprimiert
Rezeptoren fiir Zytokine und beeinflusst {iber eine Ausschiittung von Adrenalin und
Noradrenalin das Immunsystem [6, 92]. Borovika et al. konnten zeigen, dass eine zentrale
Stimulation des Parasympathikus zur Inhibition der Freisetzung von proinflam
matorischen Zytokinen und zu einer gesteigerten IL-10 Expression in vivo fiihrt [10]. Das
Immunsystem hat Rezeptoren fiir neuroendokrine Hormone wie Glukokortikoide und
Katecholamine. Teilweise ist auch eine eigenstindige Produktion dieser moglich, welches

Hinweis auf einen autokrinen Riickkopplungsmechanismus sein kdnnte [5].

Eine Vielzahl von Studien mit radioaktiv markierten Liganden zeigten, dass
immunologische Zellen Adrenorezeptoren exprimieren, iiber die das sympathische
Nervensystem Einfluss auf die Immunantwort nimmt. B-Rezeptoren und a-Rezeptoren
sind auf Leukozyten beschrieben worden [37]. Abhédngig vom Adrenorezeptorsubtyp,
iiber welche die Katecholamine Einfluss auf immunkompetente Zellen nehmen, kénnen
sehr verschiedene Verdnderungen der Immunfunktion beobachtet werden. Beim
Menschen fiihrt die Injektion von Noradrenalin zu einem Anstieg der Anzahl an
zirkulierenden Monozyten im Blut [23]. Soweit bekannt findet die Interaktion von
Katecholaminen und Zytokinexpression auf Ebene der second messenger statt. cAMP
filhrt zu einer Stabilisierung des NF-kB und vermindert somit die Genaktivierung
proinflammatorischer Zytokine. Der Einfluss von Adrenalin, Noradrenalin und anderen
cAMP stimulierenden Substanzen auf die pro- und antiinflammatorische Zytokin-
produktion von Monozyten wurde in der Vergangenheit in vitro und in vivo untersucht. Es
zeigten sich jedoch keine einheitlichen Ergebnisse hinsichtlich eines stimulierenden oder
inhibierenden Einflusses der Katecholamine auf die Zytokinexpression in Monozyten.
Die Wirkung von Katecholaminen ist unter anderem abhdngig von den untersuchten
Zytokinen, wie auch von den physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
[80, 79, 81, 49, 50, 38, 18].
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1.5 Sepsis und SIRS

Jahrlich erkranken in den USA 750.000 (300 pro 100.000 Einwohner) Patienten an einer
Sepsis. In Europa (z.B. Deutschland, Osterreich) wird die Inzidenz geringer geschitzt
(54-116 pro 100.000 Einwohner) [13]. Es liegen jedoch keine gesicherten Daten zur
Inzidenz der Sepsis in Deutschland vor. Die Mortalitdt in Amerika und Europa liegt
zwischen 28-50 % [2, 12]. Aufgrund der zunehmenden demographischen Verdnderung
der Altersstrukur der westlichen Lénder ist mit einer Zunahme der Inzidenz der Sepsis zu
rechnen [22]. Diese Daten verdeutlichen nach den entmutigenden Therapieversuchen und
der bleibend hohen Mortalitit in den letzten Jahrzehnten, dass nach neuen
Therapieansitzen, einem genaueren pathophysiologischen und pharmakologischen
Verstdandnis, fiir die im Rahmen der Sepsistherapie eingesetzten Medikamente gesucht

werden muss.

Das systemic inflammatory response syndrome (SIRS) kann als Folge vieler
verschiedener pathologischer Einfliisse entstehen. Es ist anhand der Manifestation von
mindestens zwei der folgenden klinischen Bedingungen definiert [8]: 1. Temperatur > 38°
C oder < 35° C; 2. Herzfrequenz > 90 Schlidge/min; 3. respiratorischen Insuffizienz mit
einem der folgenden Kriterien: a) Tachypnoe > 20 Atemziige/min; b) Hyperventilation
mit einem PaCO, < 32 mmHg (bei Spontanatmung); ¢) paO2 < 70 mmHg; 4. Leukozyten
von > 12.000/pul oder < 4000/ul oder > 10 % stabkernige Granulozyten. Die Sepsis stellt
ein SIRS aufgrund einer Infektion dar. Um die Definition der Sepsis zu erfiillen, muss
neben zwei SIRS Kriterien der Nachweis einer Infektion erfolgen [8]. Eine schwere
Sepsis ist definiert als eine Sepsis mit Zeichen der Organdysfunktion bzw.
Hypoperfusion: Hypotension (Blutdruck (RR) < 90 mmHg oder Reduktion um > 40
mmHg vom Ausgangswert), Oligurie, Laktatazidose, Enzephalopathie, Thrombo-
zytopenie bzw. Thrombozytensturz [8]. Die Komplikationen der Sepsis sind vielféltig und
in der Aktivierung einer iliberschieBenden Immunantwort zu suchen. Als Komplikation
kann es zu einem Multiorganversagen mit folgendem Multiorgandysfunktionssyndrom
(MODS) kommen, das die gemeinsame Endstrecke der immunologischen Verdnderung
und Reaktionen auf eine Infektion oder ein Trauma darstellt. Das MODS ist definiert als
Ausfall eines oder mehrerer Organe, die ohne intensivmedizinische Intervention einen
letalen Ausgang fiir den Patienten zur Folge hitten [8]. Die Ausprigung des MODS
bestimmt den Verlauf und bedingt die hohe Mortaliltit der Sepsis [7].
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1.5.1 Monozyten und Zytokine in der Sepsis

Das Immunsystem spielt die zentrale Rolle in der Initiierung der pathophysiologischen
Veranderungen in der Sepsis und dem SIRS. In der Friihphase reagiert der Korper mit
einer proinflammatorischen Immunantwort. Diese Reaktion ist notwendig, um
Fremdorganismen zu bekdmpfen und ihre weitere Ausbreitung im Korper zu verhindern.
Im Falle einer infektionsbegiinstigenden Situation, wie Immunsuppression bei Tumor
kranken, Patienten auf Intensivstationen oder Patienten nach Herzoperationen [88], kann
dies zu einer iiberschiefenden systemischen Freisetzung von Entziindungsmediatoren
fiihren [47]. Entziindungsmediatoren sind unter anderem die von Monozyten und anderen

Zellen produzierten proinflammatorischen Zytokine IL-1, TNF-a, IL-6 und IL-8 [32].
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Abb. 2: Die Abbildung zeigt den hypothetischen Zeitverlauf der Immunreaktion
in der Sepsis. In der Friihphase kommt es zur Hyperinflammation mit
Dominanz von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-6 und IL-8,
gefolgt von einer Immunparalyse, die durch antiinflammatorische Zytokine wie
IL-10, tumor growth factor (TGF)-p, etc. gekennzeichnet ist. Nach Walmrath
etal. 2001 [87].

Sie fithren zu einer Aktivierung der Blutgerinnung, der Bildung von
Mikroembolisationen, Endothelschiden, Hypoperfusion, Hypotension und weiterer
Freisetzung von Zytokinen [89]. In der Sepsis und dem eskalierendem SIRS ist die
Regulation dieser frilhen Immunantwort gestort. Es entsteht ein Zustand der
Hyperinflammation, der die pathologischen Verdnderungen weiter vorantreibt und somit
am Ende zum MOF und MODS fiihren kann. Nach neuerer Auffassung reagiert der
Korper im Sinne eines Regelkreises auf die unkontrollierte proinflammatorische Phase
mit einer nach 2-3 Tagen einsetzenden endogenen Immunsuppression [7]. Die
Freisetzung der Interleukine IL-10, IL-4 und Tumor Growth Factor-f kénnen zu einer

konsekutiven Immunparalyse und Anergie fiihren, indem unter anderem die Synthese
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proinflammatorischer Zytokine gehemmt wird [20]. Dieses als compensatory
antiinflammatory reaction syndrome (CARS) bezeichnete Phianomen fiihrt wiederum zu
einer erhohten Empfanglichkeit des Korpers flir Infektionen. Die schwere Sepsis mit
thren gravierenden Auswirkungen ist die Manifestation einer kaskadenartigen

immunologischen Dissonanz, die sich im Verlauf der Krankheit einstellt [7].
1.5.2 Katecholamine in der Therapie der Sepsis und dem eskalierenden SIRS

Patienten, die an einer Infektion erkranken und bei denen sich das infektionsbedingte
SIRS zu einer schweren Sepsis entwickelt, sind hdufig auf die Gabe von vasoaktiven
Substanzen angewiesen. Die Sepsis wird klassischerweise in zwei Phasen anhand der
vorherrschenden himodynamischen Situation eingeteilt. Zundchst kommt es aufgrund der
Wirkung der proinflammatorischen Zytokine und anderen Entziindungsmediatoren zu
einer hyperdynamen Phase, in welcher der mittlere arterielle Druck stark abfillt. Der
periphere Widerstand kann somit so stark erniedrigt sein, dass durch eine Steigerung des
HZV kein ausreichender Perfusionsdruck aufrechterhalten werden kann und es zur
Organminderperfusion kommt. Erhéhte Plasmaspiegel an TNF-o und IL-1 schrinken die
Inotropie des Herzens zusitzlich ein, so dass die kardiale Kompensationsfahigkeit
eingeschrinkt ist [40]. Diese postulierte septische Kardiomyopathie trigt zum niedrigen
systemischen Perfusionsdruck bei. In dieser Phase ist Noradrenalin hidufig das Mittel der
Wahl, um einen suffizienten Perfusionsdruck zu erreichen. Wie weiter oben angefiihrt,
kann Noradrenalin in vitro wie in vivo die Zytokinproduktion beeinflussen. Da in der
Sepsis besonders hohe Konzentrationen eingesetzt werden, ist von einem
immunmodulatorischen Einfluss auszugehen. Nach Herzoperationen, bei denen die HLM
verwendet wird, werden hdufiger immunologische Verdnderungen im Sinne eines SIRS
mit anschlieend gesteigerten Infektionsraten beobachtet [88]. Katecholamine werden im
Rahmen von Operationen mit der HLM eingesetzt. Die Fahigkeit von Leukozyten,
proinflammatorische Zytokine als Reaktion auf einen LPS-Stimulus zu produzieren, ist
nach Operationen mit der HLM eingeschrankt. Grundmann et al. zeigten, dass diese
héufig beobachtete Leukozytendesensibilisierung, die mit einer verminderten proinflam-
matorischen Zytokinexpression und einer gesteigerten Produktion antiinflammatorischer
Zytokine wie IL-10 einhergeht, durch Katecholamine mit verursacht wird [27]. Die
verminderte Expression proinflammatorischer Zytokine konnte einen begilinstigenden
Einfluss auf die Entwicklung von Infektion haben und an der Entwicklung eines

eventuellen CARS beteiligt sein.
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2 Zielstellung

Vor dem Hintergrund der geschilderten Beziehungen zwischen Immunsystem und
Nervensystem und dem gegenwartigen Forschungsstand beschéftigt sich die vorliegende
Arbeit mit dem Einfluss von Katecholaminen, speziell Adrenalin, Noradrenalin und
Dopexamin, auf die proinflammatorische Immunantwort von Monozyten. Insbesondere
geht es um die Produktion der proinflammatorischen Interleukine IL-6, IL-8 und TNF-a.,
die eine besondere Rolle in der Frithphase der Sepsis und des SIRS spielen. Die
Expression der Zytokine wurde intrazelluldr mittels Durchflusszytometrie gemessen, um
so die Daten mit bereits vorhandenen Ergebnissen, die mit anderen Methoden gewonnen

wurden, zu vergleichen.
Die Zytokinexpression in Monozyten wurde hinsichtlich der folgenden Ziele untersucht:
« Erstellen eines in vitro Sepsismodells im Vollblutansatz.

- Beschreibung der Expressionskinetiken von IL-6, IL-8 und TNF-a in einem Vollblut

in vitro Sepsismodell.

« Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen LPS und den beiden
Zytokinen, IL-8 und TNF-o.

« Evaluierung der Wirkung unterschiedlicher Katecholamine und von klinisch
relevanten Katecholamindosen auf die proinflammatorische Zytokinexpression von

Monozyten.

« Beschreibung der Wirkung von Noradrenalin bei unterschiedlichen LPS-

Konzentrationen.
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3 Material und Methodik
3.1 Arbeitsmaterial und Chemikalien

- FITC anti-human CD14-Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti-human TNF-a Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti-human IL-6 Antikoérper, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti human IL-8 Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE rat IgG,, Isotypkontrolle, Pharmingen, Heidelberg

- Golgi Plug, Pharmingen, Heidelberg

- Cytofix/Cytoperm Kit, Pharmingen, Heidelberg

- Lipopolysaccharide E. Coli 055: B5, SIGMA, Deisenhofen

- Phosphate buffered Sialine (PBS) w/o Ca** w/o Sodium Bicarbonat, GIBCO
BRL/Lifetechnologies, Eggenstein

- Dimethyl Sulfoxide (DMSO), SIGMA, Deisenhofen

- RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin, GIBCO BRL/Lifetechnologies,
Eggenstein

- FACS Clean, Becton Dickinson (BD), Heidelberg

- FACS Rinse, BD, Heidelberg

- Cellwash, BD, Heidelberg

- FACS Flow, BD, Heidelberg

- FACS-Calibur Cytometer, BD, Heidelberg

- Software Cellquest pro®, BD, Heidelberg

- Bovine Serum Albumin 0,2 %, SIGMA, Deisenhofen

- Natriumazid (Na'N3), SIGMA, Deisenhofen

- Epinephrinhydrochlorid (Suprarenin®-Ampullen), Aventis Pharma Deutschland
GmbH, Frankfurt am Main

- Norepinephrinhydrochlorid (Arterenol®-Ampullen), Aventis Pharma
Deutschland GmbH, Frankfurt am Main

- Dopexamindihydrochlorid (Dopacard®-Ampullen), Elan Pharma GmbH,
Miinchen

- 5 ml Polysterene round bottom tube, Falcon®, BD, Heidelberg

- 7,5 ml Natrium-Heparin-Monovetten®, Sarstedt, Niirnbrecht

- BD Valuset, Butterfly-Blutabnahmebesteck, BD, Heidelberg

- HERAsafe HSPC, Sterilbank, Heraeus Kendro Laboratory Products GmbH,

Hanau
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3.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS) ist ein optisches Messverfahren zur Analyse von
Partikeln bzw. von Zellen in Suspension. Sie ermoglicht es, eine groBe Anzahl von Zellen
in kurzer Zeit zu untersuchen, wobei die Zellen einzeln an einer Lichtquelle in einem
Fliissigkeitsstrom vorbeigeleitet werden. Dabei werden die Grofe basierend auf der
Vorwirtsstreuung, die interne Komplexitit anhand der Seitwértsstreuung des Lichts,
sowie verschiedene potentielle Zelleigenschaften mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff

konjugierten Antikdrpern gleichzeitig gemessen.
Aufbau und Funktion eines Durchflusszytometers

Der grundsétzliche Aufbau eines Durchflusszytometers besteht aus einem Fliissigkeits-
system, das die Proben in der Flusskammer an einem Laserstrahl vorbeifiihrt. Als
Lichtquelle werden ein oder mehrere Laser unterschiedlicher Wellenlédnge verwendet, um
damit mehrere Zelleigenschaften parallel zu erfassen. Das vom Partikel abgestrahlte Licht
wird zu Photodetektoren und Photomultipliern gelenkt, die die Signale detektieren und
digitalisieren. Der Aufbau eines Durchflusszytometers ist in Abbildung 3 dargestellt.

Analog-
Digitalwandler

[ 1 |
Lineare/ Log —:l Detektor

Amplifikation

Vorverstirker Filter E 3 i isi
| Visualisierung
+ Analyse

Detektor % Spiegel
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Detektor Spiegel
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A

Sammellinsen ___ ===
Detektor N

—:4—0@4—

Flusskammer

Abb. 3: Aufbau eines Durchflusszytometers

Fliissigkeitssystem

Das Fliissigkeitssystem besteht aus zwei Fliissigkeitszufuhren, welche die Flusskammer
versorgen. Die Hiillfliissigkeit (sheath fluid) wird der Flusskammer, in welche die Probe
injiziert wird, kontinuierlich zugefiihrt. Das Fliissigkeitssystem dient dazu, die in
Suspension gehaltenen Partikel einzeln im Raum auszurichten und somit eine konstante

Kreuzung des Probenstrahls mit dem Laserstrahl zu ermoglichen.
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Optisches System

Im FACScalibur kommt ein luftgekiihlter Argon-lonen-Laser mit einer genutzten
Wellenlidnge von 488 nm und ein roter Diodenlaser der Wellenlidnge 635 nm zum Einsatz.
Der Laserstrahl trifft im rechten Winkel in der Photokiivette auf den Partikelstrom und
wird an den Partikeln gestreut. Sammellinsen biindeln die in einem engen Winkel 1°-20°
aufgefangene Vorwirtsstreuung (FSC) und die im 90°-Winkel registrierte Seitwérts

streung (SSC) sowie emittierte Fluoreszenzsignale.

Fluoreszenzfarbstoff Exzitations- Emmissionsmaximum  Laser [nm]
maximum[nm] [nm]

FITC 495 520 488 A

PE 564 /495 576 488 A

Tab. 2: Die Tabelle =zeigt die spektralen Eigenschaften, Exzitationsmaxima,
Emmissionsmaxima und geeigneten Lasertypen filir Fluoreszeinisothiocyanath FITC und

Phycoerythrin (PE). A=Argon-lonen Laser.

In der Durchflusszytometrie werden Fluoreszenzfarbstoffe zumeist in Form von an
Antikorpern konjugierten Markern genutzt. Diese werden eingesetzt um Zellstrukturen,
Immunphénotypisierungen und intrazellulire Ziele zu markieren. Als Fluoreszenz
farbstoffe werden unter anderem Fluoreszeinisothiocyanath (FITC) und Phycoerythrin
(PE) verwendet. Die spektralen Eigenschaften fiir FITC und PE sind in Tabelle 2
dargestellt.

A

Filter
FITC A PE /\ Transmission

_Spektrale
Uberlappung

7
N MA

Wellenldnge A

Fluoreszensintensitit
/ Transmission

Abb. 4: Fluoreszenzspektren von Phycoerythrin (PE) und
Fluoreszeinisothiocyanath (FITC).
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Bei der Mehrfarbendurchflusszytometrie werden mehrere Fluoreszenzfarbstoffe
gleichzeitig verwendet und registriert. Dies ist moglich, da die Fluoreszenzfarbstoffe
unterschiedliche Emissions- sowie Absorptionsspektren besitzen. Technische Grenzen
sind durch die spektrale Uberlappung gesetzt. Spektrale Uberlappung tritt auf, wenn es
zur Uberschneidung der Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe kommt. Die
Emissionsspektren von FITC und PE sind in Abbildung 4 dargestellt. In der Abbildung ist
zu erkennen, dass trotz der idealen Wahl von entsprechenden Transmissionsfiltern eine

restliche spektrale Uberlappung nicht verhindert werden kann.
Analyse und Darstellung

Zwei grundlegende Darstellungen werden am haufigsten genutzt. Das Streudiagramm
und die Histogrammdarstellung. Das Streudiagramm ist eine zweidimensionale
Erweiterung des Histogramms. Ein typisches Histogramm wie auch ein Streudiagramm

sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 5: Darstellung eines typischen Streudiagramms (links) und eines Histogramms
(rechts). Im links dargestellten Streudiagramm erkennt man die unterschiedlichen
Leukozytenpopulationen im humanen Vollblut. Die unterste Population entspricht den
Lymphozyten. Die mittlere Population représentiert die Monozyten und die oberste
Population die neutrophilen Granulozyten. Am oberen Rand des Streudiagramms finden
sich die eosinophilen Granulozyten. Das Histogramm gibt die Héufigkeit von Signalen in

den einzelnen Fluoreszenzkanilen an.

Mit Hilfe des Computerprogramms Cellquest pro® wurde die statistische
Auswertung vorgenommen. Durch Setzen von Grenzwerten (Markern) wird der Anteil
positiver Partikel gegeniiber der Gesamtzahl bzw. deren mittlere Fluoreszenzintensitit
»~mean fluorescence intensity* (MFI) gemessen. Die mittlere Fluoreszenzintensitit ist ein

MaB fiir die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro Partikel. Mit der ,,Region of
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interest* (RIO)-Technik kénnen Ereignisse, die innerhalb einer gewdhlten Region liegen,

weiter ausgewertet werden.
3.3 Vollblutprobengewinnung und Lagerung

Die Vollblutproben wurden mit Hilfe von Butterfly Blutentnahmesystemen und Na'-
Heparin-Monovetten® mittels percutaner Venenpunktion von den Probanden entnommen.
Um eventuellen zirkadianen Verdnderungen in der Zytokinproduktion vorzubeugen,
erfolgte die Entnahme immer zur gleichen Zeit, zwischen 7.30 Uhr und 8.00 Uhr. Die
Probanden waren gesund und zeigten keine klinischen Zeichen einer Infektion. Bekannte
Autoimmunerkrankungen, fieberhafte Infekte in den letzten zwei Wochen, Stoffwechsel
erkrankungen wie Diabetes mellitus und regelméfige Einnahme von Medikamenten

galten als Ausschlusskriterien.

Es wurden Vollblutproben von einer Gruppe von 9 Probanden gewonnen. Die
Gruppe bestand aus 2 weiblichen und 7 ménnlichen Freiwilligen bei einem mittleren

Lebensalter von 31 + 8 Jahren.

Um das Risiko einer Kontamination gering zu halten, wurden die Arbeitsschritte
von der Blutentnahme bis zum Abschluss der Vollblutstimulation unter einer Sterilbank

durchgefiihrt.
3.4 Prinzip der intrazelluliren Zytokinbestimmung

Monozyten beginnen unmittelbar nach Stimulation mit LPS Zytokine wie IL-6, IL-8 und
TNF-a zu sezernieren. Um die Exkretion der Zytokine zu verhindern, wurde der
intrazelluldre Proteintransport mittels Brefelidin A (BFA) blockiert. BFA blockiert den
vesikuldren Proteintransport vom rauen endoplasmatischen Retikulum zum Golgiapparat
und fiihrt so zu einer Akkumulation von Zytokinen in Zellen. Die Zytokinproduktion kann
somit in Zellen, nach intrazelluldrer Féarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern,
mittels FACS gemessen werden. Die Phénotypisierung von Monozyten im Vollblut
erfolgte durch spezifische fluorochromkonjugierte Antikorper gegen das CD14-

Oberflachenantigen.

3.4.1 LPS-Stimulation

200 pl Vollblut wurden in einem Verhidltnis von 1:5 mit 790 pul RPMI gemischt.
Brefeldin A wurde entsprechend dem Protokoll von Becton Dickinson eingesetzt

(Golgiplug, Endkonzentration von 3,5 puM) und LPS wurde in verschiedenen
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Konzentrationen zugesetzt. Die eingesetzte Konzentration richtete sich nach der

Fragestellung des einzelnen Versuchansatzes.

Um den Einfluss von Adrenalin, Noradrenalin und Dopexamin auf die
Zytokinproduktion zu untersuchen, wurden diese in einem Konzentrationsbereich von

107 bis 3x10* M zugesetzt.

Die Proben wurden gemischt und bei 37° C in einem Inkubator (5 % CO,, 95 %
Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Die Inkubationszeit richtete sich nach der Fragestellung des

einzelnen Versuchsansatzes.
3.4.2 Monozyten Phiinotypisierung

Nach der Inkubationszeit wurden die Vollblutproben zum Waschen in 1 ml CellWash/
BD aufgenommen und gemischt. AnschlieBend wurden sie bei 500 x Erdanziehungskraft
(g) fiir 5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 1 ml
Stainingbuffer resuspendiert und wiederum bei 500 x g fiir 5 min zentrifugiert. Das
resuspendierte Pellet wurde in einem zweiten Waschgang mit 1 ml Stainingbuffer
gewaschen. Stainingbuffer wird eingesetzt, um eine ungewollte Hintergrundfarbung im

Probenansatz zu minimieren.

Die Zellen wurden in 100 pl Stainingbuffer resuspendiert. Zur Oberfldchenfirbung
der Monozyten wurden 10 ul CDI14 anti-human-konjugierte Antikdrper zugegeben und
gemischt. Die Proben wurden 10 min bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert und die

Proben zweimal nach Zentrifugation bei 500 x g mit 1 ml Stainingbuffer gewaschen.
3.4.3 Fixierung und Permeabilisierung

Damit die Oberflichenfarbung, bzw. die Fluoreszenz der Monozyten in den weiteren
Arbeitsschritten erhalten blieb, wurden die Antikdrper auf der Zelloberflache fixiert. Zur
Fixation wurde Cytofix/Cytoperm-Losung der Firma Becton Dickinson eingesetzt.
Cytofix/Cytoperm enthélt Paraformaldehyd, welches eine Denaturierung und Prézip+
tation von Proteinen und deren Seitenketten verursacht. Es stabilisiert die
Oberflachenantikorper auf den Monozyten und erhélt ihre Fluoreszenz. Zusdtzlich wird

mit diesem Reagenz die Permeabilisierung der Zellwand durch Detergentien erreicht.

Das Pellet wurde unter Mischen in 250 pl Cytofix/Cytoperm-Losung aufgenommen
und bei 4° C fiir 10 min im Dunklen inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben zweimal
bei 500 x g fiir 5 min zentrifugiert und mit jeweils 1 ml Perm/Wash-Losung gewaschen.
Das Pellet wurde anschlieBend in 100 pl Perm/Wash-Losung resuspendiert.
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3.4.4 Intrazellulire Zytokinfirbung

Die intrazellulidre Zytokinfarbung basiert auf der Identifikation intrazelluldrer Antigene
mit Hilfe monoklonaler Antikorper. In der vorliegenden Arbeit wurden PE konjugierte
anti-human-IL-6-Rat-IgG2,, PE konjugierte anti-human-IL-8-Mouse-IgG2, und PE
konjugierte anti-human-TNF-o-Mouse-IgG1 Antikdrper verwendet.

10 pl des jeweiligen IL-Antikorpers wurden zu 100 pl Probensuspension gegeben
und griindlich gemischt. Darauf folgte eine 30-miniitige Inkubation bei 4° Cim Dunkeln.
Im Anschluss wurden die Proben unter Zugabe von 1 ml Perm/Wash-Lésung gemischt
und flir 5 Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde wiederholt.
Danach wurden die Proben in 300 pl Stainingbuffer resuspendiert und umgehend per

FACS gemessen.

PE konjugierte Antikorper unspezifischer Relevanz wurden als Isotypkontrolle fiir
die spezifische Bindung der Zytokin-Antikorper eingesetzt. Durch Subtraktion der
Isotypkontrolle und durch die Platzierung von Grenzmarken in der Histogramm-
auswertung kann der Anteil Interleukin positiver Zellen bestimmt werden. Die
Isotypkontrollen werden in gleicher Konzentration wie die Interleukin-Antikorper
verwendet, um kohidrente Ergebnisse zu erhalten. Es wurden jeweils 5 Probanden

untersucht (n = 5). Jede Probe eines Probanden wurde zweifach gemessen.
3.5 Detaillierte Versuchbeschreibung

3.5.1 Herstellung der Stammlosungen

Herstellung von LPS-Stammlosung:

1 mg LPS (E. Coli; 055:B5; SIGMA) + 1 ml PBS = LPS 1 mg/ml

Herstellung von 10 pl Aliquots, Einfrieren bei - 80° C

Stammlosung bei Gebrauch: Auftauen und Verdiinnen mit 990 pl PBS = 100 pg/ml
fiir Konzentration im Probenansatz:

10 ng/ml = 10 pl Stammldsung in 990 pl Probenvolumen

I ng/ml =1 ul in 999 ul Probenvolumen

0,2 ng/ml =2 pl von 1:10 verdiinnter 1 ng/ml- Losung

Herstellung von BFA-Stammlosung:

Molekulargewicht Brefeldin A: 240,3 g/l =1 M (mol/l)
Golgiplug: 1 mg Brefeldin A gelost in 1 ml DMSO = Brefeldin A 3,5 mM
Um Pipettierfehler zu minimieren: 1:10 verdiinnen (30 ul BFA + 270 ul RPMI)
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10 ul BFA pipettieren (Probenvolumen 1000 pl) = Brefeldin A Konzentration: 3,5 uM
Herstellung Adrenalin-Stammlosung

Molekulargewicht Epinephrinhydrochlorid 183,2 g/l = 1 M (mol/l)
Stammlosung Epinephrinhydrochlorid (Suprarenin®-Ampullen) 1 mg/ml= 5,5 mM
Zugabe von 1,8 ul/1 ml entspricht 10 uM Endkonzentration

Herstellung der Noradrenalin-Stammlosung

Molekulargewicht Norepinephrinhydrochlorid 319,3 g/l = 1 Mol (mol/l)
Stammldsung Norepinephrinhydrochlorid (Arterenol®-Ampullen) 1 mg/ml = 3,13 mM
Zugabe von 3,2 ul/1 ml entspricht 10 uM Endkonzentration

Herstellung von Dopexamin-Stammlosung

Molekulargewicht Dopexamin 429,5 g/l =1 M (mol/l)

Stammldsung Dopexamin 10 mg/ml = 23,28 mM

1 ml Aliquots: 429,5 pl Dopexamin + 570 pl PBS = 10 mM Dopexamin
Im Ansatz: 1 pl pipettiert = 10 uM

Herstellung von Stainingbuffer:

500 ml PBS

0,2 % BSA

0,1 % Na'N;
pH-Wert 7,4 bis 7,6

3.5.2 Kinetik der intrazelluliiren Zytokinexpression in humanen Monozyten

Um die Zeitkinetik und den besten Zeitpunkt fiir weitere Messungen zu bestimmen,
wurde die Zytokinexpression von IL-6, IL-8 und TNF-o {iber einen Zeitraum von 12
Stunden bestimmt. 10 pul BFA und 10 ng/ml LPS wurden in 780 ul RPMI in einem 5 ml
Polyethylenrohrchen vorgelegt und gemischt. 200 pl Blut des Probanden wurden dazu
gegeben und gemischt. Die Stimulationszeiten betrugen 45 Minuten; 1,5; 3; 6 und 12
Stunden. Als Kontrollen wurden ein Leerwert ohne LPS-Stimulus und eine
Isotypkontrolle mit PE rat IgG,. Isotypkontrolle verwendet. Die Daten wurden als Anteil

[%] Zytokin positiver Monozyten an der Gesamtzahl der Monozyten registriert.
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3.5.3 Dosis-Wirkungs-Kurve fiir IL-8 und TNF-a

Die LPS Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir IL-8 und TNF-o wurde bestimmt und die
Effektdosis (ED)so ermittelt. 10 ul BFA und 780 pl RPMI wurden in einem 5 ml
Polyethylenrohrchen vorgelegt und gemischt. LPS wurde in folgenden Konzentrationen
zugegeben 1x107, 3x1073, 1x10?, 3x102, 1x10", 3x107, 1, 3, 10, 30, 100 ng/ml. Danach
wurden 200 pl Probandenblut hinzugegeben. Eine Inkubationszeit von 3 Stunden wurde
auf Grundlage der gemessenen Zytokinkinetik gewéhlt. Es wurde der Anteil [%] der
Interleukin positiven Zellen ermittelt. Zur besseren Darstellung sind die relativen Werte
bezogen auf die 3 ng/ml (100 %) LPS Stimulation dargestellt.

3.5.4 Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin auf die Zytokinexpression

Der Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin auf die Produktion von IL-6, IL-8 und
TNF-o wurde verglichen. Weiterhin wurde der mogliche Einfluss der Reihenfolge der
Katecholamingabe beziiglich des LPS-Stimulus untersucht. 10 pl BFA und 10 ng/ml LPS
wurden in 780 pul RPMI in einem 5 ml Polyethylenréhrchen vorgelegt und gemischt. 200
ul Vollblut wurden zugegeben. Die Proben wurden mit 10 pM Adrenalin bzw.
Noradrenalin 15 min vorinkubiert und nach LPS-Stimulus mit weiteren 10 uM Adrenalin
und Noradrenalin inkubiert. Weiterhin wurden jeweils 10 pM Adrenalin bzw.
Noradrenalin vor und nach LPS-Stimulus ohne Vorinkubation zugegeben. Die
Inkubationszeit betrug 3 Stunden und 6 Stunden. Kontrollen: Leerwert und 10 pl PE rat
IgGa. Isotypkontrolle. Stimulation ohne Katecholamin vs Stimulation mit Katecholamin
diente als negativ Kontrolle. Die Ergebnisse wurden als MFI [relative Einheiten] und als
Anteil [%] der Interleukin positiven Monozyten an der Gesamtzahl der Monozyten

registriert.

3.5.5 Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin auf die

Zytokinexpressionskinetik

Der mogliche Effekt von Adrenalin und Noradrenalin auf die Kinetik der IL-6, IL-8 und
TNF-o Produktion wurde untersucht. 10 ul BFA und 10 ng/ml LPS wurden in 780 pl
RPMI und jeweils 10 uM Adrenalin und Noradrenalin in einem 5 ml Polyethylenr6hrchen
vorgelegt und gemischt. 200 upl Vollblut wurde hinzugegeben und gemischt.
Inkubationszeiten waren 45 Minuten, 1,5; 3 und 6 Stunden. Als Kontrollen dienten mit
Isotypantikorper gefarbte Zellen. Stimulation ohne Katecholamin vs Stimulation mit
Katecholamin diente als Negativkontrolle. Es wurde der Anteil [%] fiir IL-6, IL-8 und

TNF-a positiven Monozyten an der Gesamtzahl der Monozyten erfasst.
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3.5.6 Noradrenalin-und Dopexaminwirkung auf die Zytokinexpression

Noradrenalin und Dopexamin wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf die IL-8 und TNF-
o Expression in Monozyten verglichen. Das Blut von 5 Probanden wurde untersucht. 10
ul BFA und 10 ng/ml LPS wurden in 780 ul RPMI vorgelegt. Die Noradrenalin und
Dopexamin Konzentrationen betrugen 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100; 300 uM. 200 pl
Vollblut wurden zugegeben und gemischt. Die Inkubationszeit betrug 3 Stunden. 10 pul
CD14 FITC antihuman CD14-Antikorper, wurden zur Phinotypisierung verwendet. 10 pl
PE antihuman IL-8 Antikdrper und 10 pul PE antihuman TNF-a Antikdrper wurden zur
Zytokinbestimmung benutzt. Leerwert und 10 pl PE rat IgGs, Isotypkontrolle wurden als
Negativkontrollen verwendet. Es wurden die MFI [relative Einheiten], sowie der Anteil

[%] der Interleukin positiven Zellen an den CD14" Zellen registriert.

3.5.7 Einfluss von Noradrenalin auf die monozytire Zytokinexpression bei

verschiedenen LPS-Konzentrationen

Der Einfluss von Noradrenalin auf die 1L-6, IL-8 und TNF-o Expression in Monozyten
wurde bei maximalem und halbmaximalem LPS-Stimulus untersucht. 10 ul BFA und 780
pl RPMI wurden in einem 5 ml Polyethylenréhrchen vorgelegt und gemischt. 0,2 ng/ml
LPS (EDsp), 1 ng/ml LPS (klinisch relevante Konzentration) und 10 ng/ml LPS
(maximaler Stimulus) wurden dazu gegeben, sowie 10 uM und 100 uM Noradrenalin.
Die Inkubationszeit betrug 3 Stunden. 10 pul CD14 FITC antihuman CD14-Antikorper
wurden zur Phénotypisierung verwendet. 10 pl PE antihuman IL-6 Antikdrper, 10 pul PE
antihuman IL-8 Antikérper und 10 pl PE antihuman TNF-o Antikoérper wurden zur
Zytokinbestimmung benutzt. Leerwert und Isotypkontrolle wurden als Negativkontrollen
verwendet. Es wurde der Anteil [%] Zytokin positiver Monozyten an der Gesamtzahl der
Monozyten gemessen. Zur besseren Darstellung wurden die Ergebnisse als prozentualer

Anteil der Interleukin positiven Monozyten ohne Noradrenalin dargestellt.
3.6 Datenanalyse

Es wurden 20.000 Zellen pro Messung registriert. FSC und SSC wurden in einem
Streudiagramm dargestellt, um die Schwellenwerte fiir den FSC festzulegen. In einem
weiteren Streudiagramm FSC vs Fluoreszenzkanal (FL)-1 (CD14-FITC) wurden die
CD14 positiven Zellen mittels ,,Region of interest markiert, siche Abbildung 6. Die
CD14 positiven Zellen wurden in einem Histogramm fiir FL-2 (PE
Interleukinfluoreszenz) dargestellt. Die Marker M1 und M2 zur Bestimmung der
Interleukin positiven Monozyten wurden anhand der Isotypkontrollen in den

Histogrammen gesetzt. In Abbildung 7 ist als Beispiel eine Auswertung fiir I1L-6, IL-8
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und TNF-a dargestellt. Die Gesamtzahl der CD14 positiven Zellen wurde erfasst, sowie

der Anteil Interleukin positiver CDI14" Zellen als Anteil der gesamten

Monozytenpopulation. Die MFI sowie der Median der Fluoreszenzintensitit wurde

registriert.
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Abb. 6: Beispiel einer Markierung der Mono-
zyten mittels ,,Region of interest- Technik. R1
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Abb. 7: Beispiel einer Auswertung der Zytokin positiven Zellen mittels Histogrammdarstellung.
Gestrichelte Kurve stellt die Isotypkontrolle dar. Die Marker M1 und M2 wurden anhand der
Isotypkontrolle festgelegt. Die durchgehende Linie zeigt die Zytokin positiven Monozyten. M1:

Zytokin negative Zellen M2: Zytokin positive Zellen.

3.7 Datenverarbeitung und Statistik

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Werte wird das Datenanalyse und Daten
visualisierungs-Programm Origin® der Firma Originlab (Northampton, MA, USA) ver-

wendet. Als statistisches Verfahren wird der studentisch gepaarte t-test genutzt, um die
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Mittelwerte der Doppelbestimmungen miteinander zu vergleichen. Als signifikant
unterschiedlich gilt ein p-Wert von p < 0,05 (*) und als hochsignifikant ein p-Wert von p
< 0,01 (**). Die Daten sind als Mittelwert (mean) + Standardfehler des Mittelwertes

(sem) angegeben.
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4 Ergebnisse
4.1 Einfithrung

Da bereits die Kontrollmessungen bei der intrazelluldren Zytokinmessung stark
schwanken und die Expression infolge der Stimulation stark variiert, werden nicht nur die
Absolutwerte miteinander verglichen, sondern teilweise Prozentwerte, bezogen auf einen

Ausgangsmesswert.
4.2 Zeitkinetik der intrazelluliren Zytokinproduktion

Interleukine folgen nach einer Stimulation von Zellen unterschiedlichen Expressions-
kinetiken. Diese Variabilitdt ist unter anderem abhéngig vom untersuchten Zelltyp, vom
Interleukin und vom eingesetzten Stimulus. In einem ersten Schritt sollte der ideale Zeit
punkt fiir weitere Untersuchungen bestimmt werden. In Abbildung 8 sind die Kinetiken
von IL-6, IL-8 und TNF-a in Folge eines LPS-Stimulus [10 ng/ml] dargestellt. Aus
Griinden der Vergleichbarkeit wurde die LPS-Konzentration aus Literaturdaten gewdéhlt
[49]. Der Anteil der Zytokin-positiver CD14" wurde nach 45 Minuten 1,5; 3; 6 und 12

Stunden bestimmt.
a) TNF-a Kinetik

TNF-a" Zellen waren als erste nach 45 min signifikant nachweisbar (14,09 £ 5,75 % (p <

0,05)). Das Maximum des Anteils TNF-o" Zellen mit 64,52 + 5,85 % der CD14" Zellen
war nach 3 Stunden erreicht. Im weiteren Verlauf blieb der Anteil TNF-o" Zellen bis zum
6-Stunden-Wert auf einem vergleichbaren Niveau. Nach 12 Stunden nahm der Anteil der

TNF-a" Zellen wieder signifikant ab (p < 0,01).
b) IL-8 Kinetik

IL-8" Zellen waren erst nach 1,5 Stunden nachweisbar und tiberstiegen im Verlauf die
TNF-a" Zellen nach 3 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt waren 84,39+ 3,06 % CD14" Zellen
positiv fiir IL-8. Im weiteren Verlauf fiel der Anteil IL-8" Zellen bis zum Zeitpunkt von
12 Stunden auf 68,4 + 10,8 % ab. Der Anteil IL-8" Monozyten war jedoch im Vergleich

zum Anteil der IL-6" und TNF-a" immer am hochsten.
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c¢) IL-6 Kinetik

Der Anstieg IL-6" Zellen fand verzogert statt. Erst nach 3 Stunden war dieser mit einem
Wert von 45,74 + 11,8 % positiver Zellen signifikant. Der Anteil der IL-6" Zellen nahm
bis zu einem Spitzenwert von 72,67 £+ 8,59 % nach 6 Stunden zu, um nach 12 Stunden auf

39,74 £ 13,07 % (p < 0,01) abzufallen.
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Abb. 8: Die Abbildung zeigt die Kinetik der intrazelluldren Zytokinexpression
von IL-6, IL-8 und TNF-a in Monozyten. Vollblut wurde mit Lipopolysaccharid
(LPS) (10 ng/ml) fiir 45 Minuten, 1,5; 3; 6 und 12 Stunden, stimuliert. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen den Mittelwert + sem, der Interleukin positiven

Monozyten (%).

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden fiir weitere Untersuchungen

Stimulationszeitrdume von 3 bzw. 6 Stunden gewihlt.
4.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung von LPS und IL-8/ TNF-a

Zur Bestimmung der EDs, fiir LPS wurden die Anzahl TNF-a bzw. IL-8 positiver Zellen
nach Stimulation mit LPS in einem Konzentrationsbereich von 0,001 bis 100 ng/ml
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt. Beide Zytokine folgten der
gleichen Dosis-Wirkungs-Beziehung. Die IL-8 Expression nahm ab einer LPS-
Konzentration von 1 x 10?ng/ml und die TNF-a Expression ab 3 x 10?ng/ml signifikant
zu (p < 0,05). Mit weiterer Zunahme der LPS- Konzentrationen nahm auch der Anteil der
IL"-Zellen stetig zu. Oberhalb einer Konzentration von 1 ng/ml erreichte die Stimulation

ein Maximum.
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Die EDso war mit 0,02 ng/ml LPS fiir beide Zytokine vergleichbar. Weitere Unter-
suchungen wurden mit 1 ng/ml LPS durchgefiihrt, um einerseits einen maximalen

Stimulationserfolg zu erreichen und andererseits eine Uberstimulation zu vermeiden.
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Abb. 9: Die Abbildung zeigt die Dosis-Wirkungskurve von Lipopolysaccharid (LPS) und
IL-8/TNF-a. Vollblut wurde fiir 3 Stunden mit LPS-Konzentrationen von 1 x 107 bis 1 x

10 ng/ml stimuliert. Die dargestellten Ergebnisse zeigen den Mittelwert +sem, der
Interleukin positiven Monozyten (%). Der Stimulationserfolg bei 3 ng/ml LPS wurde als
100 % gesetzt.

4.4 Adrenalin- und Noradrenalineinfluss auf die Zytokinexpression von

Monozyten
a) Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin ohne LPS-Stimulation

Adrenalin und Noradrenalin zeigten ohne LPS-Stimulation keinen Einfluss auf die
intrazelluldre Zytokinexpression. Es wurden hierfiir beide Katecholamine in Konzen
trationen von 10 uM und 100 uM untersucht. Der Anteil von IL-6"- , IL-8" und TNF-
a” Monozyten blieb unverdndert. Ebenso zeigten die MFI-Werte, sowie der Median
der Fluoreszenz keine Unterschiede zu den Negativkontrollen. Als Negativkontrolle
wurde unstimuliertes Vollblut ohne Katecholamin verwendet. Diese Daten sind nicht

dargestellt.
b) Vorinkubation fiir 15 Minuten mit Adrenalin und Noradrenalin

Um zu testen, ob eine Vorinkubation der Zellen fiir die Katecholaminwirkung
notwendig ist und zu einer erhdhten Inhibition fiithrt, wurde das Vollblut vor LPS

Stimulation fiir 15 Minuten vorbehandelt. In Tabelle 3 und Tabelle 4 ist zu erkennen,
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dass die Vorinkubation 15 min vor LPS Gabe mit 10 uM bzw. 100 uM Adrenalin und
Noradrenalin keinen verstirkt hemmenden Effekt auf die intrazelluldre Zytokin-
expression der CD14" Zellen im Vergleich zu einer Gabe direkt vor oder nach der
LPS-Gabe, hatte. Auch die Variation der Gabe von Katecholaminen direkt vor und
direkt nach dem LPS-Stimulus zeigte keinen Unterschied auf den Anteil der IL-6", der
IL-8" und der TNF-o" Zellen.

c) Wirkung von Adrenalin und Noradrenalin auf die LPS-Stimulation von Monozyten (3

Stunden-Werte)

Nach Stimulation mit 10 ng/ml LPS fiir 3 Stunden zeigte sich eine signifikante
Abnahme des Anteils der IL-6" Zellen (p < 0,05) durch 10 uM Adrenalin bzw.
Noradrenalin. Ebenso reduzierten sich die MFI. Der Anteil 1L-6" Zellen wurde,
bezogen auf den LPS Stimulationswert ohne Katecholamin, durch Adrenalin und
Noradrenalin um 12,9 % reduziert. Die Abnahme der MFI betrug 15,1 %. Es lief3 sich
kein Unterschied hinsichtlich des hemmenden Einflusses auf die IL-6 Expression der

CD14" Zellen zwischen Adrenalin und Noradrenalin nachweisen.

Der Anteil IL-8" Zellen wurde weder durch Adrenalin 10 uM noch durch Noradrenalin
10 uM signifikant beeinflusst. Auch die MFI verdnderten sich durch den

Katecholamineinfluss nicht signifikant.

TNF-a ist das am stirksten gehemmte Zytokin. 10 uM Adrenalin bzw. Noradrenalin
zeigten einen hochsignifikanten hemmenden Effekt auf den Anteil TNF-o" Zellen. Die
MFI wurde ebenso gehemmt. Die Abnahme des Anteils TNF-o positiver Zellen um
24,4 % war signifikant (p < 0,05) geringer als die Abnahme der MFI um 41 %.
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Tab. 3: Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin 10 uM zu unterschiedlichen Zeitpunkten (%)

Adr Adr Adr Nor Nor Nor
LPS IL-6 [%] IL-8 [%] TNF-a [%] IL-6 [%] IL-8 [%] TNF-a [%]
Ohne LPS 80,77 £ 1,65 91,22 £2.,69 89,76 + 1,95 80,77 + 1,65 91,22 £2.69 89,76 + 1,95
15 min Vor 66,57 £ 3,58 ** 93,14 +2,42 61,30 £3,86 * 64,67 £ 4,25%* 94,17 £1,53 55,98 £9,65 *
Kat. vor LPS 71,66 £ 1,62 ** 93,61 £0,99 64,86 £ 4,49 * 69,48 + 1,84 ** 92,89 + 1,64 63,11 £3,28 *
Kat. nach LPS 70,36 + 1,16 ** 93,17 +£1,89 67,86 £4,14 * 66,66 + 3,48 ** 94,34 £ 1,56 67,27 +£4,05 *

Tab. 3: Anteil der Zytokin positiven Zellen am Anteil der CD14" nach Stimulation fiir 3 Std mit 10 ng/ml LPS unter dem Einfluss von 10 uM Adrenalin und 10 uM Noradrenalin.

Vollblut wurde mit Adrenalin und Noradrenalin 10pM 15 min vor LPS Stimulus (Vorinkubation), direkt vor LPS Stimulus und nach LPS Stimulus inkubiert. Daten stellen Mittelwertet

sem dar. Signifikant unterschiedliche Werte (LPS vs LPS + Katecholamin) gekennzeichnet: * =p < 0,05; **=p <0,01; Adr = Adrenalin; Nor = Noradrenalin.

Tab. 4: Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin 10 uM zu unterschiedlichen Zeitpunkten (MFI)

Adr Adr Adr Nor Nor Nor
LPS IL-6 [rE] IL-8 [rE] TNF-a [rE] IL-6 [rE] IL-8 [rE] TNF-a [rE]
Ohne LPS 19,15+0,32 28,47 +£ 2,49 43,75 £ 6,90 19,15+ 0,32 28,47 +£ 2,49 43,75+ 6,90
15 min Vor 15,62 £ 0,68 * 29,09 + 1,85 19,41 £ 1,40 * 15,00 + 0,55 * 30,20 +2,07 24,39 £ 7,02 *
Kat. vor LPS 16,04 £ 0,08 * 30,38 £2,16 25,50 £ 1,66 * 16,01 £ 0,16 * 30,03 £2,25 24,35+ 1,65 *
Kat. nach LPS 16,26 £ 0,34 * 30,40 £2,52 26,09 £ 1,22 * 15,72 +£ 0,78 * 30,77 £ 1,82 25,52 £2,53 *

Tab. 4: Dargestellt ist die Mean fluorescence intensity (MFI) der CD14" Zellen nach Stimulation fiir 3 Std mit 10 ng/ml LPS unter Einfluss von 10 puM Adrenalin und 10 uM

Noradrenalin. Vollblut wurde mit Adrenalin und Noradrenalin 10 pM 15 min vor LPS Stimulus (Vorinkubation), direkt vor LPS Stimulus und nach LPS Stimulus inkubiert. Daten stellen
Mittelwerte + sem dar. Signifikant unterschiedliche Werte (LPS vs LPS + Katecholamin) gekennzeichnet: * = p < 0,05; Adr = Adrenalin; Nor = Noradrenalin.
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d) Einfluss von 10 pM und 100 uM Adrenalin und Noradrenalin (6 Stunden-Werte)

Nach Stimulation fiir 6 Stunden mit LPS und einer Behandlung mit 10 uM bzw. 100
uM Adrenalin, war lediglich noch eine tendenzielle Reduktion des Stimulations
erfolges mit IL-6 nachweisbar (p > 0,05). Die Werte der MFI unterstiitzen die
Annahme einer hemmenden Tendenz fiir Adrenalin. 10 uM Adrenalin induzierte eine
signifikante Abnahme (p < 0,05) der IL-6 MFI. 100 uM Adrenalin zeigte eine nicht
signifikanten Effekt. Fiir Noradrenalin war die Abnahme der IL-6° Zellen und die
Abnahme der MFI vergleichbar. 100 uM Noradrenalin zeigte eine signifikante (p <
0,05) Abnahme der IL-6" Zellen und der MFI. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen dem hemmenden Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin auf

die IL-6 Expression in Monozyten gefunden werden.
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Abb. 10: Die Abbildung zeigt den Effekt von Adrenalin (Adr) und Noradrenalin (Nor)
auf die intrazelluldre IL-6, IL-8 und TNF-o Expression in CD14” Monozyten nach 6
stiindiger Stimulation mit LPS (10 ng/ml). Schwarze Balken zeigen die LPS-Kontrolle
(ohne Katecholamin). Die weilen Balken zeigen den Einfluss von Adr und Nor 10 uM.
Schraffierte Balken zeigen den Einfluss von 100 uM Adr und Nor. Die dargestellten
Werte sind der Mittelwert + sem des Anteils IL-positiver (IL") Monozyten [%]. Die
LPS-Kontrolle wurde als 100 % gesetzt. Signifikant unterschiedliche Werte (LPS-
Kontrolle vs LPS+Katecholamin): * =p < 0,05; **=p < 0,01

Weder Adrenalin noch Noradrenalin hatten nach 6 Stunden Stimulation einen Einfluss
auf die Zahl IL-8 Monozyten. Die MFI zeigte bei niedrigen Katecholamin-
konzentrationen eine tendenzielle Hemmung bzw. bei hohen Konzentrationen eine

tendenzielle Induktion der IL-8 Expression.

TNF-a war das Zytokin, welches wieder konzentrationsabhingig am stirksten auf

Katecholamingabe reagierte. Der Anteil der TNF-a" Monozyten wurde durch 10 pM
Noradrenalin auf 68,13 + 5,93 % und durch 100 uM Noradrenalin auf 39,05 = 7,52 %
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signifikant (p < 0,01) gesenkt. Adrenalin zeigte einen vergleichbaren Effekt
(Reduktion von 100 % auf 75,4 + 3,33 % (10 uM), sowie auf 46,77 = 7,05 % (100
uM)). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Adrenalin und Noradrenalin
in Bezug auf den TNF-o" Zellanteil der CD14" Zellen gefunden. Die MFI fiir TNF-a

wurden ebenfalls konzentrationsabhéngig hoch signifikant gehemmt (p <0,01).
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Abb. 11: Die Abbildung zeigt den Effekt von Adrenalin (Adr) und Noradrenalin (Nor)
auf die intrazellulére IL-6, IL-8 und TNF-a Expression in CD14" Monozyten nach 6
stiindiger Stimulation mit LPS (10 ng/ml). Schwarze Balken zeigen die LPS-Kontrolle
(ohne Katecholamin). Die weilen Balken zeigen den Einfluss von Adr und Nor 10
uM. Schraffierte Balken zeigen den Einfluss von 100 uM Adr und Nor. Die
dargestellten Werte sind der Mittelwert + sem der mittleren Fluoreszenz [rE] der IL-
positiven (IL") Monozyten (%). Die LPS-Kontrolle wurde als 100 % gesetzt.
Signifikant unterschiedliche Werte (LPS-Kontrolle vs LPS+Katecholamin): * = p <
0,05; **=p < 0,01

e) Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin auf die Kinetik der Zytokinepression

In der gesamten Stimulationszeit von 45 Minuten bis 6 Stunden mit 1 ng/ml LPS war
kein Unterschied in der Inhibition durch Adrenalin (10 pM) und Noradrenalin (10 uM)
nachweisbar. Der hemmende Einfluss war fiir beide Interleukine nach einer

Stimulationszeit von 3 Stunden am groBten. Zu diesem Zeitpunkt war eine signifikante
(p < 0,05) Reduktion der IL-6" Monozyten von 77,95 £+ 1,73 % (Kontrolle) auf 67,54 +
1,36 % (Adrenalin) , sowie auf 63,85 £ 4,07 % (Noradrenalin) nachweisbar.

Wie bereits oben beschrieben wurde, ist die Induktion von IL-8 durch LPS von keinem

der beiden Katecholaminen beeinflusst.

Die Zahl TNF-a" Zellen war bereits nach 45 Minuten signifikant von 12,44 + 3,93 %
TNF-a" (Kontrolle) durch Adrenalin (10 uM) auf 7,65 £ 2,12 % TNF-o." und durch
Noradrenalin (10 uM) auf 6,34 + 1,83 % TNF-ao." (p < 0,05) reduziert. Nach 1,5 Stun-
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den Stimulation war der inhibierende Effekt der Katecholaminwirkung maximal. Die
TNF-a" Monozyten zeigten eine Abnahme von 52,27 + 16,53 % (Kontrolle) auf 16,58
+ 4,79 % (Adrenalin) bzw. 18,69 £ 5,18 % (Noradrenalin) (p < 0,01). Nach 3 und 6
Stunden war die Inhibition nicht mehr so stark ausgeprigt wie nach 1,5 Stunden
Stimulationszeit. Nach 3 Stunden zeigte sich eine relative Abnahme der TNF-a" Zellen
von 21,06 % fiir Adrenalin und 21,78 % fiir Noradrenalin. Nach 6 Stunden zeigten
Adrenalin und Noradrenalin eine stirkere relative Abnahme der TNF-a" Zellen um
25,39 % und 31,88 %. Die Unterschiede zwischen den Katecholaminen waren nicht

signifikant.
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Abb. 12: Die Abbildung zeigt den Einfluss von Adrenalin (Adr) und Noradrenalin (Nor)
auf die IL-6-, IL-8-, und TNF-o-Expression von mit LPS (1 ng/ml) stimulierten
Monozyten. Die dargestellten Werte entsprechen dem Mittelwert + sem des Anteils der
Interleukin positiven Monozyten [%]. Signifikant unterschiedliche Werte (LPS ohne
Katecholamin vs LPS+Katecholamin): * =p < 0,05, ** =p <0,01.

4.5 Vergleich der Wirkung von Noradrenalin und Dopexamin

In einem weiteren Ansatz wurde Dopexamin mit dem Katecholamin Noradrenalin
verglichen. Auf Adrenalin wurde verzichtet, da die bisherigen Ergebnisse keine Unter-
schiede zu Noradrenalin zeigten. Die IL-8 Expression wurde in einem
Konzentrationsbereich von 0,01 pM bis 100 pM Noradrenalin und Dopexamin,
hinsichtlich des Anteils IL-8" Zellen an der Population der Monozyten, nicht signifikant
beeinflusst. Bei hohen Konzentrationen fallt der Anteil IL-8" Zellen von 81,18 + 2,4 %
(30 uM Noradrenalin) auf 74,12 = 2,62 % (100 uM Noradrenalin) und 48,38 + 3,38 %
(300 uM Noradrenalin) ab. Dopexamin zeigt auch bei diesen Konzentrationen keine

Wirkung.
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Abb. 13: Der Einfluss von Dopexamin (Dop) und Noradrenalin (Nor) auf die IL-8
und TNF-a -Expression von LPS (1 ng/ml) stimulierten Monozyten ist in Abb. 13
dargestellt. Dop und Nor wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,1-300 uM
eingesetzt. Es sind die Mittelwerte = sem, des Anteils Interleukin positiver

Monozyten [%)] dargestellt. Signifikante Unterschiede (Nor vs Dop): * =p <0,05.

Bis zu einer Konzentration von 30 uM gibt es keine signifikanten Unterschiede
beim MFI zwischen Noradrenalin und Dopexamin. Dopexamin fiihrte bei hohen
Konzentrationen zu einem tendenziellen (p < 0,07) Anstieg der IL-8 MFI. Noradrenalin
zeigte dagegen einen signifikanten Abfall der IL-8 MFI von 24,63 + 1,36 [rE] (30 uM
Noradrenalin) auf 20,73 + 1,17 [rE] (100 uM Noradrenalin ) und auf 14,51 £ 0,51 [rE]
(300 uM Noradrenalin). Der Einfluss von Noradrenalin und Dopexamin auf die MFI war

im Konzentrationsbereich von 100 uM bis 300 uM signifikant unterschiedlich (p < 0,05).

Der Anteil der TNF-o" Zellen nahm unter dem Einfluss von Noradrenalin und Do-
pexamin in einem Konzentrationsbereich von 0,01 uM bis 30 uM ab. Es liessen sich
keine signifikanten Unterschiede feststellen. 0,01 uM Noradrenalin sowie 0,01 uM Do-
pexamin hemmen bereits den Anteil TNF-a" Zellen hoch signifikant (p < 0,01). Bis zu
einer Konzentration der Katecholamine von 100 pM nahm der hemmende Einflusss
weiter zu. Die MFI verhielt sich vergleichbar dem Anteil der TNF-a” Zellen. Bei 100 uM
und 300 pM Noradrenalin und Dopexamin, hemmte Noradrenalin den Anteil TNF-o
Zellen signifikant mehr im Vergleich zu Dopexamin. Die MFI der TNF-a" Zellen zeigte
bei einer Konzentration von 300 uM Noradrenalin und Dopexamin einen signifikanten

Unterschied (p < 0,05).
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Abb. 14: Der Einfluss von Dopexamin (Dop) und Noradrenalin (Nor) auf die IL-8 und
TNF-o -Expression von LPS (1 ng/ml) stimulierten Monozyten ist in Abb. 14
dargestellt. Dop und Nor wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,1-300 uM
eingesetzt. Es sind die Mittelwerte + sem, der MFI [rE] dargestellt. Signifikante
Unterschiede (Nor vs Dop): *=p < 0,05.

4.6 Einfluss von Noradrenalin bei unterschiedlichen LPS-Konzentrationen

In Abbildung 15 ist der Einfluss von 10 uM und 100 uM Noradrenalin {iber 3 Stunden
bei halbmaximaler Stimulation (0,2 ng/ml LPS), klinischer LPS-Konzentration (1 ng/ml
LPS) und voll maximaler Stimulation (10 ng/ml LPS) dargestellt.

Der Anteil IL-6"° Monozyten zeigte eine konzentrationsabhidngige Abnahme fiir 10
puM Noradrenalin von 100 % =+ 0 (Kontrolle) um 24,93 % (10 ng/ml LPS), um 32,77 % (1
ng/ml LPS) sowie um 58,25 % (0,2 ng/ml LPS). Bei einer Konzentration von 10 ng/ml
LPS war der Effekt signifikant (p < 0,05). Fiir 1 ng/ml LPS und 0,2 ng/ml LPS war der
Effekt hoch signifikant (p < 0,01). Der hemmende Einfluss von 100 uM Noradrenalin war
gegeniiber dem Einfluss von 10 uM Noradrenalin signifikant stirker ausgeprigt (p <
0,05). Der Unterschied zwischen 1 ng/ml LPS und 0,2 ng/ml LPS war fiir beide

Noradrenalin Konzentrationen signifikant.

Nach einer Stimulation mit 10 uM Noradrenalin zeigte der Anteil der IL-8
Monozyten keine signifikante Verdnderung fiir die verschiedenen LPS-Konzentrationen.
100 uM Noradrenalin hemmten den Anteil IL-8" Monozyten signifikant bei niedrigen
LPS-Konzentrationen. Bei einer LPS-Konzentration von 10 ng/ml zeigte sich eine
tendenzielle nicht signifikante Abnahme des Anteils der IL-8" Monozyten von 100 % auf
93,33 + 2,04 %. Eine signifikante Hemmung fand sich bei 1 ng/ml LPS von 100 %+ 0

auf 83,96 + 3,44 % (p < 0,05) und bei 0,2 ng/ml auf 43,11 + 3,34 % (p < 0,01).
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Abb. 15: Die Abbildung zeigt den Vergleich des Einflusses von 10 uM vs 100 uM
Noradrenalin (Nor) auf die IL-6, IL-8 und TNF-a Expression von Monozyten, welche mit
unterschiedlichen LPS-Konzentrationen (0,2 ng/ml, 1 ng/ml und 10 ng/ml) stimuliert wurden.
Die dargestellten Werte entsprechen dem Mittelwert + sem, des Anteils Interleukin positiver
Monozyten an der gesamten Monozytenpopulation [%)]. LPS-Stimulation ohne
Katecholamineinfluss wurde als 100 % gesetzt. Signifikante Unterschiede (10 vs 100 uM
Nor): breite schwarze Striche = p < 0,05. Signifikante Unterschiede (LPS ohne Katecholamin
vs LPS mit Katecholamin): * = p < 0,05, ** = p < 0,01. Signifikanter Unterschied (LPS 1
ng/ml vs LPS 0,2 ng/ml): Klammern =p < 0,05.

10 uM Noradrenalin zeigten nach 3 Stunden Stimulation auf den Anteil der TNF-o
Zellen einen hemmenden Einfluss. Die hemmende Wirkung nahm mit sinkender LPS-

Konzentration zu. 10 ng/ml LPS reduzierten den Anteil TNF-«"~ Monozyten hoch
signifikant auf 42,70 £ 5,27 % (p < 0,01). Bei einer Stimulation mit 1 ng/ml LPS findet
sich ein Anteil von 34,80 + 4,02 % TNF-a' (p < 0,01) Monozyten. Der hemmende Effekt

von 10 uM Noradrenalin war bei niedrigen LPS-Konzentrationen am ausgeprigtesten.
Eine maximale Abnahme um 80,98 % fand sich somit bei einer LPS-Konzentration von
0,2 ng/ml. Eine Konzentration von 100 uM Noradrenalin reduzierte die TNF-a" Zellen
von 100 % signifikant auf 22,93 + 3,06 % (LPS 10 ng/ml), auf 13,73 £ 1,83 LPS (1
ng/ml), sowie auf 8,43 + 1,61 % (LPS 0,2 ng/ml) (p < 0,01). Der Unterschied zwischen 1
ng/ml LPS und 0,2 ng/ml LPS war fiir beide Noradrenalinkonzentrationen signifikant. Der
hemmende Einfluss von 100 uM Noradrenalin war gegeniiber dem Einfluss von 10 pM

Noradrenalin signifikant stirker ausgeprégt (p < 0,05).
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5 Diskussion
5.1 MethodenKkritik

Es gibt eine Vielzahl an schwer erfassbaren Einfliissen, die Monozyten aktivieren und
damit die Produktion von Zytokinen beeinflussen konnen. Zum Teil sind dies
physiologische EinflussgroBen wie vorausgegangene Stressreaktionen, Ubermiidung,
Ernéhrung, Alkoholkonsum und weitere, die teilweise schwer zu kontrollieren sind. Da
Blutproben von klinisch gesunden Probanden benutzt wurden, ist zumindest von einem
Einfluss schwerwiegender Krankheiten, die zu einer deutlichen Beeinflussung des

Immunsystems fiihren kdnnen, nicht auszugehen.

Um Lagerungsartefakte zu vermeiden, wurden die gewonnenen Vollblutproben bei
Raumtemperatur im Dunkeln gelagert und innerhalb einer Stunde verwendet. Der Kontakt
mit Fremdmaterialien kann zu einer Kontaktaktivierung von Leukozyten fiihren. Durch
Adhdrenz an Oberflichen konnen Monozyten fiir Analysen verloren gehen. In den
vorliegenden Untersuchungen war der Anteil von CD14" Zellen an der Gesamtzellzahl fiir

alle verwendeten Stimulationszeiten jedoch unverandert.

Eine Kontamination mit Erregern kann eine Aktivierung der untersuchten Zellen
und damit Einfluss auf die Produktion der gemessenen Zytokine zur Folge haben. Um
dies zu verhindern, wurde unter einer Sterilbank gearbeitet. Von einer
Antibiotikazusetzung in die Kulturmedien wurde abgesehen, da Hinweise iiber eine

Beeinflussung der Zytokinproduktion durch Antibiotika bestehen [16].

Die Bestimmung von Zytokinen und die Untersuchung von Einfliissen auf die
Zytokinproduktion ist schwierig, da die Zytokinproduktion ein sehr dynamischer Prozess
ist, welcher vielen Einflussfaktoren unterliegt. Um die Fehlerbreite von Einzelmessungen
gering zu halten, wurden die Messwerte jeweils doppelt bestimmt und der Mittelwert

beider Messungen verwendet.

Ein weiteres Problem bei der FACS-Analyse ist, dass mit der {iblichen Angabe, des
prozentualen Anteils positiver Zellen eine qualitative Aussage liber den Anteil zytokin-
positiver Zellen moglich ist, jedoch keine quantitative Aussage iiber die Menge an
produzierten Zytokinen getroffen werden kann. Auch die MFI ist lediglich ein
qualitatives Mass fiir die Zytokinexpression pro Zelle, die aber zumindest einen Hinweis

auf die Menge des exprimierten Zytokins gibt.
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5.2 Methodenvergleich

In den letzten 20 Jahren der immunologischen Forschung sind Zytokine immer mehr in
den Mittelpunkt des Forschungsinteresses geriickt. Zytokine kdnnen mittels verschiedener
Messverfahren wie dem enzyme linked immunosorbant assay (ELISA), radio immuno
assay (RIA), messenger (m)RNA, Westernblot-Technik und FACS bestimmt werden.
Alle Verfahren bieten individuelle Vor- und Nachteile und geben die Mdoglichkeit,

verschiedene Funktionen der immunkompetenten Zellen zu untersuchen.

Die iliberwiegende Zahl an Studien hat den Einfluss von Katecholaminen auf
Monozytenaktivierung und Zytokinexpression mittels ELISA bestimmt. Mit dieser
Methode kann in einem Vollblutsystem nur ein Durchschnittswert aller Zellen im
Uberstand gemessen werden. Um die spezifische Produktion von einem einzelnen Zelltyp
wie z.B. den Monozyten zu untersuchen, ist man mit ELISA auf reine Monozytenkulturen
und damit auf eine vorherige Isolierung angewiesen. Damit geht jedoch der mdogliche
Einfluss von wichtigen Kofaktoren verloren. Weiterhin fiihrt eine Isolierung in den

meisten Fillen bereits zu einer zusétzlichen Aktivierung der Monozyten.

Die Bestimmung der mRNA mittels reverse transkriptase (RT)-PCR ist eine weitere
Moglichkeit, den Effekt von immunmodulatorischen Substanzen zu untersuchen. Sie birgt
das Problem, dass mdgliche posttranskriptionelle Verdnderungen des Proteoms
unberiicksichtigt bleiben. Die quantitative Bestimmung der mRNA gibt zwar einen
Hinweis auf die Transkriptionsaktivitdt eines Gens, bietet jedoch nicht die Mdoglichkeit,
eine Aussage auf die ,,wahre* Expression eines Proteins zu geben. Ebenso besteht wie bei

dem ELISA das Problem, dass die Zellpopulationen vorher isoliert werden miissen.

Die Westernblot-Technik erlaubt die Messung der Expression von Proteinen in
Lysaten. Nachteil dieser Technik ist, dass sie wie die ELISA nur den Durchschnitt einer

Probe wiedergeben kann.

Die intrazellulire Durchflusszytometrie gestattet dagegen die individuelle
Untersuchung groBler Zellpopulationen auf Basis einzelner Zellen [57]. Die Mehrfarben-
FACS-Analyse erlaubt als einzige Methode die Identifizierung von gewiinschten
Zellpopulationen in heterogenen Suspensionen (Vollblut) [41, 52]. Dies vermindert
wiederum eine mdogliche Alteration der Ergebnisse durch weitere Arbeitsschritte zur
Isolierung der Zellen. Mittels intrazellulirer FACS-Analyse und Blockierung des

Golgiapparates konnen auch sekretorische Proteine analysiert werden.
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Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die mittels FACS gewonnen
Ergebnisse vergleichbar mit den Ergebnissen aus publizierten Untersuchungen mit
ELISA und anderen Methoden sind.

5.3 Zeitkinetik der intrazelluliiren Zytokinexpression

In den vorliegenden Ausfilhrungen wurde die Kinetik der Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a nach Stimulation von Monozyten
im Vollblut mit LPS bestimmt. Die Kenntnis der Kinetik war Grundvoraussetzung fiir

alle folgenden Versuche.

Ein signifikanter Anstieg der TNF-o Expression war bereits nach 45 Minuten zu
beobachten (siche Abb. 8). Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Beobachtungen
der Arbeit von Kwak et al., in der die Zytokinexpression ebenso mit intrazelluldrer
Durchflusszytometrie gemessen wurde [41]. Kwak et al. beobachteten, dass TNF-o und
IL-6 erst nach 2 Stunden eine tendenzielle Zunahme der Expression zeigten. Nach 4
Stunden konnte erst ein signifikanter Anstieg beobachtet werden. IL-8 zeigte liberhaupt
erst nach 4 Stunden einen signifikanten Anstieg auf sein Expressionsmaximum. Die
vorliegenden Untersuchungen zeigen bereits frither einen Anstieg der Zytokinexpression

fiir alle untersuchten Zytokine.

Ein weiterer Unterschied zu der genannten Arbeit ist, dass die maximale Expression
von IL-6, IL-8 und TNF-a bereits nach vier Stunden erreicht wurde. In dieser Arbeit
wurde nachgewiesen, dass TNF-a sein Expressionsmaximum bereits nach drei Stunden
erreicht. Die Expression von IL-6 und IL-8 erfolgte zeitverzogert, was die Rolle von
TNF-a als priméres Zytokin unterstreicht. Das Expressionsmaximum von IL-6 war nach

sechs Stunden und von IL-8 von drei bis sechs Stunden zu beobachten.

Fir diese Unterschiede zur Arbeit von Kwak et al. kann es verschiedene
Erkldarungen geben: Zum Einen verwendete Kwak et al. einen unterschiedlichen LPS
Serotyp und zum Anderen eine hundertfach hohere LPS-Konzentrationen (1 pg/ml) im
Vergleich zur vorliegenden Arbeit (10 ng/ml). In den Ansétzen dieser Arbeit war bei
einer Stimulation mit ca. 1 ng/ml LPS bereits das Maximum der Zytokinexpression
erreicht. Diese entsprechen den von Van Deventer et al. in septischen Patienten
gemessenen Konzentrationen von 1 ng/ml LPS [83]. Daher wurden die Versuche in der
vorliegenden Arbeit bewusst bei physiologischen Konzentrationen durchgefiihrt. Ein
weiterer Unterschied war, dass Kwak et al. mittels Dichte-Gradienten-Zentrifugation
isolierte Monozyten benutzten. Dies fiithrt im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit

verwendetetn Vollblutmodell zum Verlust von wichtigen Kofaktoren [51].
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Lin et al. untersuchten die proinflammatorische Zytokinexpression in vivo mittels
ELISA-Technik [43]. Fiinf gesunden Probanden wurden 2 ng/ml LPS als Bolusinjektion
verabreicht und die Expression von IL-6, IL-8 und TNF-o im Vollblutiiberstand
gemessen. Es zeigte sich die gleiche Expressionssequenz wie in dieser Arbeit. Fiir TNF-u
wurde als frithes Zytokin ein Expressionsmaximum nach 1,5 Stunden gefunden. Es
folgten zeitverzogert IL-6 und IL-8, wobei im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit IL-8
deutlich weniger exprimiert wurde. In der vorliegenden Untersuchung wurde IL-8 von
nahezu allen Monozyten am stirksten exprimiert (gemessen an %-positiven Zellen, wie
auch an der MFI). Diese Unterschiede konnten dadurch bedingt sein, dass Lin et al. nicht
spezifisch Monozyten in ihrem Vollblutsystem untersuchten. Die gemessenen
Plasmaspiegel mittels ELISA stellen im Gegensatz zur FACS-Methode eine Summe
vieler individueller Immunreaktionen der Organsysteme auf einen inflammatorischen

Stimulus dar.

Diese Ergebnisse zeigen damit auch, dass in vitro gewonnene Ergebnisse nur
beschrinkt auf die Situation in vivo transferiert werden diirfen. Halbwertszeiten,
individuelle Kinetiken sowie die Art des Stimulus miissen hinsichtlich der Relevanz von
in vitro Ergebnissen in Betracht gezogen werden. Ein weiterer Punkt ist, dass die hier
vorliegenden Versuche mit Vollblut von gesunden Probanden durchgefiihrt wurden. Es ist
davon auszugehen, dass unter ldnger bestehenden pathologischen Bedingungen wie in der
Sepsis, in denen sich pro- und anti-inflammatorische Reize iiberlagern, es zu
Veranderungen der Zeitkinetiken kommt. Wilhelm et al. zeigten, dass 20 Minuten nach
Operationen mit HLM und in den ersten acht Tagen der Sepsis die Antwort von Vollblut
auf einen LPS-Stimulus signifikant inhibiert ist [91]. Die in vivo und in vitro gewonnenen
Ergebnisse konnten damit unter physiologischen Bedingungen nicht den pathologischen

Umstiinden entsprechen.
5.4 Dosis-Wirkungs-Beziechung von LPS und IL-8/TNF-a

Die Dosis-Wirkungs-Kurve wurde fiir TNF-o und IL-8 in einem Konzentrationsbereich
von 107 ng/ml bis 10> ng/ml LPS bestimmt (siche Abb. 9). Die EDs, war bei ca. 0,2
ng/ml LPS, das Maximum bei 1 ng/ml erreicht. Fiir die weiteren Versuche zur Wirkung
von Katecholaminen wurde 1 ng/ml eingesetzt, um einerseits nicht zu iiberdosieren und
andererseits die Variabilitit der Ergebnisse bei geringeren LPS-Konzentrationen zu

reduzieren.
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5.5 Einfluss von Katecholaminen auf die Zytokinproduktion von Monozyten
5.5.1 Einfluss von Katecholaminen auf die IL-6 Expression

Die vorliegende Arbeit zeigt einen konzentrationsabhéngigen hemmenden Einfluss von
Katecholaminen auf die intrazelluldre IL-6 Expression in Monozyten nach Stimulation
mit LPS. Obwohl Adrenalin und Noradrenalin {iber eine unterschiedliche Affinitit zu den
Adrenorezeptor-Subtypen  verfligen, konnte kein Unterschied beziiglich ihrer
inhibierenden Potenz gefunden werden. Der hemmende Effekt ist nur nach drei Stunden
Stimulationszeit signifikant; bei kiirzeren bzw. lingeren Inkubationszeiten kann nur von

einer hemmenden Tendenz gesprochen werden.

Untersuchungen zum Einfluss von Katecholaminen auf die IL-6 Produktion zeigen
widerspriichliche Ergebnisse. Katecholamine konnen dabei einen hemmenden,
stimulierenden oder gar keinen Einfluss haben. Liao et al. untersuchten den Einfluss von
Katecholaminen auf Kupffersche Sternzellen. Adrenalin stimulierte, B-rezeptorvermittelt
die Produktion von IL-6, sofern die Zellen parallel mit LPS behandelt wurden. Wie in der
vorliegenden Arbeit hatten die Katecholamine fiir sich allein keinen messbaren Einfluss
[42]. Bailly et al. zeigten, dass Substanzen, die die Konzentration an intrazelluldrem
cAMP erhohen, wie Prostaglandin E2, Dibutyryl-cAMP und Isobutyl-1-Methyl-Xanthin,
die LPS vermittelte IL-6-Produktion verstirkten [3]. Diese Ergebnisse widersprechen den
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit. Die gegensitzlichen Ergebnisse konnten
dadurch bedingt sein, dass kein Vollblutsystem verwendet wurde und dass Liao et al.
keine Monozyten, sondern Kupffersche Sternzellen untersuchten, die aufgrund einer
Umdifferenzierung zu ortsstindigen Makrophagen auch eine mogliche Verdnderung in

ihrer Reaktion auf Katecholamine zeigen konnten.

Weitere Hinweise auf eine differenzierte Wirkung von Katecholaminen auf die IL-6
Expression geben zahlreiche Versuche mit Zellen anderer Korpergewebe. Katecholamine
und andere das intrazellulire cAMP erhohende Substanzen regen ebenso bei in Kultur
genommenen Thymusepithelien wie auch in Hepatozyten, in Endothelzellen und in von
Ratten gewonnenen glatten Muskelzellen die IL-6 Expression an [26, 42, 86]. Andere
Arbeiten berichten von einem inhibierenden Einfluss auf die IL-6 Expression von
Monozyten [35, 36]. Van der Poll et al. fanden eine dosisabhingige Inhibition der IL-6
Expression von Monozyten nach Inkubation mit Noradrenalin in vitro [80]. Die IL-6
Expression wurde mittels ELISA in einem Vollblutsystem gemessen. Vollblutproben
wurden fiir vier Stunden mit 1 ng/ml und 10 ng/ml LPS sowie mit Konzentrationen von

10° bis 10° M Noradrenalin stimuliert. In der vorliegenden Arbeit wurden hohere
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Katecholamindosen verwendet, die Ergebnisse zeigen jedoch ebenso eine dosisabhingige

Inhibition der IL-6 Expression.

Maes et al. konnten in einem Vollblutmodell zeigen, dass 10° M Noradrenalin die
IL-6 Expression in Monozyten signifikant hemmt. Es konnte jedoch kein signifikanter
Einfluss fiir 10° und 107 M Noradrenalin gefunden werden. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den durchgefiihrten Untersuchungen, in denen ebenso eine Inhibition der IL-

6 Expression fiir 10° M gefunden werden konnte.

Nach korperlichen und geistigen Stressbelastungen finden sich erhohte IL-6
Plasmaspiegel und erhohte endogene Katcholaminserumspiegel als Antwort auf
physiologische Reize. Rhind et al. konnten zeigen, dass es nach extremer Kéltebelastung
und starker korperlicher Anstrengung zu einem Anstieg der intrazelluldren IL-6
Expression in Monozyten in vivo und zu erhohten Adrenalin- und Noradre-
nalinplasmaspiegeln kommt [62]. Rhind et al. verwendeten ein Vollblutmodell, in dem
Monozyten mit LPS stimuliert und die intrazelluldre Zytokinexpression mittels FACS
gemessen wurde. Weiterhin wurden erhdhte 1L-6 Plasmaspiegel im Uberstand mittels
ELISA gemessen, so dass Rhind et al. postulieren, dass Monozyten mitverantwortlich fiir
die gefundenen gesteigerten IL-6 Plasmaspiegel sind. Diese Ergebnisse widersprechen
den Beobachtungen von Starkie et al., die zwar einen signifikanten Anstieg der IL-6 und
Katecholaminspiegel im Plasma nach starker physiologischer Belastung (Marathonlauf)
fanden, jedoch keine erhohte intrazelluldre IL-6 Expression in Monozyten messen
konnten [73]. Die intrazelluldre IL-6 Expression wurde im Vollblut nach Stimulation mit
LPS mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse
unterstiitzen die Ansichten von Starkie et al., dass Monozyten unter Einfluss von
Katecholaminen nicht an den resultierenden erhohten IL-6 Plasmaspiegeln nach extremer
physiologischer Belastung beteiligt sind. Jedoch wurden in der vorliegenden Arbeit
extrem hohe Dosen an Katecholaminen verwendet, welche die endogen produzierten
Katecholaminspiegel um ein Vielfaches liberschreiten und so nicht die Situation in vivo
widerspiegeln [73]. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass geringere
Katecholaminkonzentrationen, wie sie unter physiologischen Bedingungen zu finden sind,

tatsdchlich zu einem Anstieg der IL-6 Expression fiihren.

Unter pathophysiologischen Bedingungen finden sich in vivo, wie in der Sepsis,
dem SIRS, der chronischen Herzinsuffizienz und Operationen mit HLM erhohte IL-6-,
sowie erhohte Katecholaminspiegel [27, 33, 58]. Besonders IL-6 steht im Mittelpunkt
vieler Untersuchungen, da es in den letzten Jahren zu einem etablierten klinischen Marker

fiir systemische Entziindungsreaktionen geworden ist. Im Tiermodell (Maus) bewirkt
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Adrenalin einen Anstieg der IL-6 Serumspiegel mittels eines P-rezeptorvermittelten
Effektes [84]. Im menschlichen Organismus zeigen sich bei  geringer
Adrenalininfusionsrate (0,03 pg/ml/Std) keine Verdanderung der IL-6 Spiegel [79], jedoch
mehren sich die Hinweise darauf, dass Katecholamine bei hoheren Infusionsraten, welche
in der Intensivmedizin nicht ungewo6hnlich sind, zu einem Anstieg der IL-6 Plasmaspiegel
fiihren konnen. Soondergaard et al. fanden einen 2- bis 3-fachen Anstieg der IL-6
Plasmaspiegel nach einer Infusion von 1 pg/ml/Std Adrenalin in gesunden Probanden
[71]. Die vorliegende Arbeit weist darauf hin, dass Monozyten wahrscheinlich nicht an
diesem Anstieg der IL-6 Spiegel beteiligt sind, da die IL-6 Expression signifikant durch

Katecholamine gehemmt werden konnte.
5.5.2 Einfluss von Katecholaminen auf die IL-8 Expression

Der Einfluss von Katecholaminen auf die monozytire Produktion des Chemokins IL-8 ist
in mehreren Studien untersucht worden. Jedoch zeigen die Untersuchungen auch hier
keine einheitlichen Ergebnisse, die auf einen eindeutig stimulierenden oder inhibierenden
Einfluss hinweisen. Farmer et al. fanden eine Abnahme der IL-8 Expression nach
Stimulation mit Isoproterenol [21]. Dagegen konnten Kavelaars et al. einen Anstieg der
IL-8 Produktion als Antwort auf eine 3,-Rezeptorstimulation finden [38]. Van der Poll et
al. untersuchten die Produktion von IL-8 unter Einfluss von Adrenalin in einem Vollblut-
in vitro-System mittels ELISA. Vergleichbar mit der vorliegenden Arbeit wurden von van
der Poll et al. Monozyten im Vollblut mit 10 ng/ml LPS unter Einfluss von Adrenalin
(10*® bis 10°° M) inkubiert. Es konnte eine positive Dosis-Wirkungsbeziehung im Sinne
eines Anstiegs zwischen der eingesetzten Adrenalinkonzentration und der gemessenen
IL-8 Expression beobachtet werden. Der von van der Poll et al. beobachtete Anstieg war
nach 4 Stunden Stimulationszeit und bei Konzentrationen von 107 bis 10° M Adrenalin
signifikant. In der vorliegenden Arbeit konnte weder eine signifikante Verdnderung der
IL-8 Expression durch Adrenalin, noch durch Noradrenalin innerhalb von 6 Stunden
nachgewiesen werden. Dieser Unterschied zur Arbeit von van der Poll et al. konnte
dadurch bedingt sein, dass nicht spezifisch Monozyten im Vollblut untersucht wurden.
Moglicherweise reagieren andere Zytokin bildende Bestandteile des Vollblutes, wie zum
Beispiel neutrophile Granulozyten, mit einer fritheren Anderung der IL-8 Expression auf

den Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin.

Die nicht einheitlichen Ergebnisse zwischen den genannten Arbeiten konnten auch
durch Unterschiede in den Stimulationszeitriumen zu erkldren sein. Kavelaars et al.
zeigten eine beginnende IL-8 Expression erst nach 8 Stunden mit einem Maximum nach

18 Stunden Stimulation von isoliert stimulierten Monozyten [38]. In kultivierten THP-1
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Prdmonozyten fanden Farmer et al. eine verminderte IL-8 Expression nach einer
Stimulationszeit von 8 Stunden. Die IL-8 Expression war um 80 % reduziert unter dem
Einfluss von 10° M Adrenalin und Noradrenalin. In der vorliegenden Arbeit war kein
signifikanter Einfluss auf die IL-8 Expression nachweisbar. Dies konnte daran liegen,
dass die Stimulationsdauer zu kurz gewihlt wurde. Weiterhin konnten IL-8 induzierende
Signalkaskaden in den ersten sechs Stunden in Relation zu den inhibierenden oder
stimulierenden Signalkaskaden zu stark aktiviert sein, so dass sich kein Einfluss der
Katecholamine auf die IL-8 Expression nachweisen ldsst. Ebenso konnte IL-8, wie andere
proinflammatorische Zytokine, der Regulation von antiinflammatorischen Einfliissen wie
z.B. IL-10 unterliegen. Fiir IL-10 ist beschrieben, dass Adrenalin im Vollblut sowie auch
in Monozyten zu einem Anstieg der IL-10 Expression in vitro nach Stimulation mit LPS
fihrt [60, 79]. In der friihen Phase der IL-8 Aktivierung konnte dieser
antiinflammatorische Einfluss fehlen, da die Expression von IL-10 erst deutlich spéter im
Vergleich zur IL-8 Produktion beginnt. Dieses konnte unter anderem Ursache dafiir sein,
dass innerhalb der ersten sechs Stunden kein Effekt auf die IL-8 Expression zu

beobachten war.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass die Unterschiede auf die verwendeten
Monozytensubtypen zuriickgefiihrt werden konnen, die in den genannten Arbeiten

verwendet wurden.
5.5.3 Einfluss von Katecholaminen auf die TNF-o Expression

TNF-a wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und T-Zell-Sub-
populationen nach Stimulation mit LPS gebildet. Aufgrund seiner vielen biologischen
Wirkungen steht es seit Anfang seiner Entdeckung im Mittelpunkt des Interesses vieler
Untersuchungen. Als priméres Zytokin, das im Verlauf der Inflammation als erstes in
Monozyten gebildet wird, wird dem TNF-o eine besondere Rolle in der Initiation einer
Entziindungsreaktion beigemessen. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass auch in Monozyten
im Zeitverlauf TNF-a vor IL-8 und IL-6 als erstes gebildet wird. Weiterhin wurde die

TNF-a Expression in Monozyten durch Katecholamine am starksten gehemmt.

Ein Vergleich der Wirkung von Katecholaminen beziiglich des Anteils der TNF-o'"-
Zellen und der MFI zeigte, dass Katecholamine insbesondere die mittlere Fluoreszenz
intsitdt (MFI), das heifit die mittlere Produktion von TNF-o pro Zelle, inhibieren.
Katecholamine beeinflussen damit nicht nur den Anteil zytokin-positiver Monozyten,
sondern vermindern in den Monozyten, die nach Katecholaminexposition noch TNF-a"

sind, die TNF-a Expression. Dieser Effekt lieB sich nicht fiir IL-6 beobachten, bei dem
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die Reduktion der MFI und der Anteil IL-6"-Zellen gleich waren. Diese Beobachtung
konnte dadurch erkldrt werden, dass die IL-6 Produktion von TNF-a stimuliert wird und

die Reduktion der IL-6 Expression in Monozyten vom Einfluss der Katecholamine auf die
TNF-a Produktion abhéngt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen generell mit den Daten {iiberein, die in der
Literatur gefunden werden konnten. Van der Poll et al. fanden nach einer Stimulation von
Vollblut mit 10 ng/ml LPS und Noradrenalinkonzentrationen von 10 bis 10° M eine
dosisabhédngige Inhibition der TNF-a Expression in vitro [80]. Die Stimulationszeit
betrug 16 Stunden; die TNF-o Expression wurde mit ELISA im Uberstand gemessen. Es
zeigte sich eine maximale Hemmung der TNF-o Produktion bei einer Konzentration von
10° M. Diese Beobachtungen stimmen mit vorliegenden Ergebnissen {iberein, jedoch
wurden in der vorliegenden Arbeit Vollblutproben fiir maximal 6 Stunden mit 1 ng/ml
LPS und 10 pM bzw. 100uM Adrenalin inkubiert. Ein Unterschied ist, dass der
prozentuale Anteil der TNF-a Hemmung in der Arbeit von van der Poll et al. um 80 %
lag, im Gegensatz zu einer 25-prozentigen Inhibition nach 6 Stunden in der vorliegenden
Arbeit (siche Abb. 12). Zum Einen sind die Stimulationszeiten unterschiedlich, zum
Anderen konnte dieser Unterschied auch durch die spezifische Betrachtung der

Expression von TNF-o in Monozyten bedingt sein.

Van der Poll et al. untersuchten die TNF-a Expression ebenso in vivo [79]. Nach
Infusion von Adrenalin wurden Vollblutproben mit LPS stimuliert und TNF-a mittels
ELISA gemessen. Es wurden Vollblutproben nach 4, 8, 12 und 24 Stunden nach Beginn
einer Adrenalininfusion entnommen. Die vorliegenden Untersuchungen konnten zeigen,
dass die TNF-a Expression bereits nach vier Stunden signifikant gesenkt wurde. Die
Ergebnisse stimmen mit den durchgefiihrten Beobachtungen, der vorliegenden
Untersuchungen in Monozyten, tendenziell {iberein. Innerhalb von vier Stunden reagierte
die TNF-a Expression in vivo, ebenso wie in der vorliegenden Arbeit in Monozyten in
vitro, mit einer deutlichen Hemmung der TNF-a Produktion. Somit kénnten Monozyten
an der Katecholamin induzierten TNF-a Inhibition im Vollblut beteiligt sein. Andere
Arbeiten zeigen ebenfalls eine Korrelation zwischen dem adrenergen Effekt auf die
Zytokinexpression im Vollblut und in Monozyten [63, 68, 92]. Fiir die TNF-o Expression
von Leukozyten konnte von Grundmann et al. gezeigt werden, dass der inhibierende
Effekt von Katecholaminen zumindest zu einem Teil durch die Blockade von IL-10
Rezeptoren antagonisiert werden konnte, was deutlich macht, dass antiinflammtorische
Effekte von Katecholaminen die Expression proinflammatorischer Zytokine beeinflussen
[27].
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5.5.4 Vergleich der Wirkung von Adrenalin, Noradrenalin und Dopexamin

Die vorliegenden Ergebnisse konnten keinen signifikanten Unterschied zwischen
Adrenalin und Noradrenalin auf die intrazelluldre Zytokinexpression zeigen, obwohl
Katecholamine iiber unterschiedliche adrenerge Rezeptoren, wie a- und B-Rezeptoren und
deren Subtypen ihre Wirkung entfalten. Ein direkter Vergleich der Wirkung von
Adrenalin und Noradrenalin auf die intrazelluldre Zytokinexpression in Monozyten ist
jedoch Dbisher nicht beschrieben worden. Beide Katecholamine zeigten einen
inhibierenden Einfluss auf die TNF-a und IL-6 Expression in Monozyten. Die IL-8

Expression blieb von beiden Katecholaminen unbeeinflusst.

Diese Ergebnisse sind mit Beobachtungen anderer Studien vereinbar, in denen
gezeigt werden konnte, dass der adrenerge Effekt in peripheren mononukledren Zellen
vornehmlich iiber B-Rezeptoren vermittelt wird [68, 80, 81]. Maes et al. konnten zeigen,
dass der hemmende Effekt von Noradrenalin nicht nur durch B-Rezeptoren induziert wird,
sondern auch durch o-Rezeptoren vermittelt wird [49, 50]. Es scheinen somit
verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden an der Vermittlung der Katecholaminwirkung
beteiligt zu sein. Da die Affinitdt der Katecholamine zu den verschiedenen Adreno-
rezeptorsubtypen von der Konzentration die am Rezeptor vorliegt und von den
chemischen Eigenschaften des Agonisten abhingig ist, konnte es moglich sein, dass
Adrenalin und Noradrenalin zwar den gleichen Effekt zeigen, dieser jedoch durch
unterschiedliche Adrenorezeptoren vermittelt wird. Weiterhin wird bei einer
gleichzeitigen Stimulation von o- und -Rezeptoren angenommen, dass der inhibierende
Einfluss von B-Rezeptoren iiberwiegt [95]. Die Equilibiriumsdissoziationskonstante (Kd)
des B-Rezeptors fiir Adrenalin und Noradrenalin liegt bei 1,0 x 10° und 2,5 x 10° M in
peritonealen Makrophagen der Ratte und in humanen S49-Lymphomzellen [1]. Die Kd
gibt diejenige Konzentration an, bei der die Hélfte der Rezeptoren vom Agonisten besetzt
ist. Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von 10 uM und 100 uM an
Adrenalin und Noradrenalin entsprachen der Kd des B-Rezeptors, so dass von einem

hauptsichlich durch B-Rezeptoren vermittelten Effekt ausgegangen werden kann.

Mc Gregor et al. konnten zeigen, dass cAMP induzierende Katecholamine eine
unterschiedliche Potenz besitzen, die Produktion von intrazellulirem cAMP zu fordern.
Adrenalin fiihrte vor Noradrenalin, gefolgt von Dopexamin zum stirksten Anstieg von
cAMP in Lymphozyten [48]. Es konnte gezeigt werden, dass Dopexamin eine deutlich
geringere Wirkung am [»-Rezeptor zeigt. Da die Stabilisierung des I[-xB/NF-xB-
Komplexes, welcher mitverantwortlich fiir die Induktion der Transkription von

proinflammatorischen Zytokinen ist, von einem Anstieg des cAMP abhéngt, wire jedoch
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ein Unterschied der immunmodulierenden Wirkung zwischen den Katecholaminen zu

erwarten gewesen.

Hinweise flir unterschiedliche Effekte der Katecholamine auf die
proinflammatorische Zytokinexpression konnten in dieser Arbeit doch gezeigt werden.
Der Vergleich der Wirkung von Noradrenalin und Dopexamin zeigte fiir die IL-8
Expression zumindest tendenziell einen Unterschied. Dopexamin fiihrt in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 pM und 3 uM zu einer geringeren IL-8 Expression als
Noradrenalin. Dieser Unterschied ist bei 1 uM signifikant (p < 0,05). Der Effekt kehrte
sich ab einer Konzentration von 100 pM Noradrenalin und Dopexamin um. Noradrenalin
zeigte ab 30 uM eine konzentrationsabhdngige Inhibition, wohingegen Dopexamin einen
Anstieg der IL-8 Expression bewirkte. Fiir TNF-a zeigte sich ein Unterschied von
Noradrenalin und Dopexamin ab einer Katecholaminkonzentration von 100 uM. Diese
Unterschiede konnten durch die unterschiedliche Besetzung der Adrenorezeptoren
bedingt gewesen sein. Zusitzlich ist Dopexamin ein Agonist am D;-und D,-Rezeptor. Fiir
Dopaminrezeptoren ist ein immunsuppressiver Effekt beschrieben. Im Endotoxin-
Mausmodell zeigte Dopamin einen immunsuppressiven Effekt auf TNF-a Serumspiegel
[31]. Diese zusitzliche Komponente konnte den Unterschied der immunmodulierenden
Wirkung von Noradrenalin, das keine Wirkung am Dopaminrezeptor besitzt, erkliaren. Die
vorliegenden Untersuchungen zeigten eine Stimulation der IL-8 Expression bei hohen
Konzentrationen, was durch eine Besetzung von anderen Adrenorezeptoren, welche zu
einer Stimulation der IL-8 Expression fiihren, erkldrt werden konnte. Diese
Beobachtungen sollten in weiteren Untersuchungen mittels spezifischer Rezeptor

antagonisten geklart werden.

Von Severn et al. konnte gezeigt werden, dass eine Vorinkubation von Vollblut und
THP-1-Zellen fiir 24 Stunden mit Adrenalin zu einem Anstieg der TNF-a Produktion
sowie zu erniedrigten intrazelluliren cAMP-Spiegeln fiihrt [68]. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Inkubationszeit von 15 Minuten gewéhlt, um zu untersuchen, ob die
Voraktivierung der adrenorezeptorgekoppelten Signalkaskaden wichtig fiir die
immunmodulatorische Wirkung von Katecholaminen ist. Dieses war nicht nachweisbar
(siche Tab. 3 und Tab. 4). Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine Voraktivierung der
adrenergen Signalkaskaden keinen direkten Einfluss auf die Zytokinexpression in

Monozyten hat.
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5.5.5 Wirkung von Katecholaminen auf die Monozytenfunktion in der Sepsis

Versuche einer immunmodulatorischen Therapie bei Sepsispatienten mit TNF-a
Antikorpern und 16slichem TNF-a-Rezeptor haben wider erwarten trotz der ermutigenden
Ergebnisse im Tiermodell keine positiven Ergebnisse gezeigt. Neuere Therapieansitze
konzentrieren sich auf die Erhaltung der Gerinnungshomdostase mittels aktiviertem
Protein C und auf intrazellulir cAMP steigernde Medikamente, wie das Methylxanthin
Pentoxifillin, welches TNF-o und IL-6 Plasmaspiegel reduzieren kann. Vor diesem
Hintergrund ist das Verstdndnis des Einflusses anderer cAMP steigernder Substanzen,

wie Katecholamine, Iloprost und Phosphodiesterasehemmer von besonderem Interesse.

Die hdmodynamische Situation des Patienten, der an einer schweren Sepsis oder
einem eskalierendem SIRS erkrankt ist, macht die Gabe von Katecholaminen hiufig
unausweichlich. Auch in der Herzchirurgie werden hiufig Katecholamine wie Adrenalin
und Noradrenalin sowie andere Medikamente, die die intrazellulire cAMP-Konzentration
erhdhen, eingesetzt. Nach HLM-Operationen wird héufiger die Entwicklung eines SIRS
bzw. einer Sepsis beobachtet [29]. Weiterhin finden sich erhéhte TNF-o und IL-6 Spiegel
nach Operationen mit HLM, die zu einer Imbalance des Immunsystems fiihren kdnnen
[9]. In diesem Zusammenhang wird eine der proinflammatorischen Immunantwort
folgende Immunsuppression als Ursache diskutiert [32]. Als Ausloser gelten
antiinflammatorische Zytokine, die zu einer Hyporeaktivitit des Immunsystems fiihren.
Im Verlauf einer Sepsis bzw. eines SIRS entwickelt sich eine Desensitivierung von

Monozyten fiir LPS.

Grundman et al. konnten zeigen, dass nach Operationen mit HLM die Féhigkeit von
peripheren mononukledren Zellen nach LPS-Stimulation IL-1 und TNF-a zu produzieren,
eingeschrinkt ist. Dabei wurden maximale Katecholaminspiegel von 10* M nach HLM-
Operationen gemessen. Noradrenalin zeigte in der vorliegenden Arbeit in diesem
Konzentrationsbereich einen hemmenden Einfluss auf die Expression von IL-6 und TNF-
a, so dass von einer Beteiligung der Katecholamine an der Hyporeaktivitit von
Monozyten nach Operationen mit HLM auszugehen ist. Verschiedene Wege dieser
verminderten Entziindungsmediatorexpression in Monozyten konnen diskutiert werden.
Zum Einen wird die Interleukinexpression auf der Ebene des ,,second messenger* cAMP
reguliert, zum Anderen auf der Ebene der Proteinexpression [3]. Katecholamine fiihren
iiber den Anstieg von intrazellulirem cAMP zu einer vermehrten Expression von
antinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 [63]. Grundman et al. konnten nachweisen,
dass, um den gleichen antiinflammatorischen Effekt zu zeigen, die bendtigten IL-10

Konzentrationen in vifro hoher als die in vivo sind. An diesen Ergebnissen ist zu
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erkennen, dass nicht nur ein Mechanismus an der Desensitivierung von Leukozyten nach
HLM-Operationen beteiligt ist, sondern eine Kombination verschiedener Mechanismen

wabhrscheinlich ist.
5.6 Einfluss von Noradrenalin bei verschiedenen LPS-Konzentrationen

Zytokine wie IL-6, IL-8 und TNF-a sind notwendige Faktoren bei der Initiation einer
Entzlindungsreaktion. Der menschliche Korper reagiert auf physiologische und
pathophysiologische Stressreize mit einem Anstieg der Katecholaminspiegel. Es wird ein
immunmodulatorischer neurohumoraler Regelkreis angenommen [4], welcher unter
solchen Bedingungen eine erhohte Empfanglichkeit des Wirtsorganismus gegeniiber

Erregern erkldren konnte.

In der frithen Phase der Invasion und Vermehrung von Mikroorganismen im
Wirtskorper ist davon auszugehen, dass niedrigere LPS-Konzentrationen im Wirt
vorhanden sind. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Noradrenalin fiir 3
Stunden bei niedrigen (0,2 ng/ml, 1 ng/ml) und hohen (10 ng/ml) LPS-Konzentrationen
untersucht (sieche Abb. 15). Es konnte gezeigt werden, dass der hemmende Einfluss von
Noradrenalin bei geringeren LPS-Konzentrationen stirker als bei hohen Konzentrationen
ist. Dieser hemmende Effekt nimmt mit steigender Noradrenalinkonzentration (100 uM)

weiter zu.

In der Literatur wurden keine Arbeiten gefunden, die sich mit dem Einfluss von
Katecholamin auf die Zytokinexpression von Monozyten bei besonders niedrigen LPS-
Konzentrationen in vitro befassen. Die vorliegenden Daten der durchgefiihrten
Experimente deuten an, dass Katecholamine wie Noradrenalin, insbesondere in der frithen
Phase der Immunantwort, eine verminderte Zytokinexpression auslosen konnten. Dieses
beeinflusst moglicherweise zum Einen die systemischen Zytokinspiegel, zum Anderen
wiirden sie auch die regulatorischen Eigenschaften der Monozyten beeintrachtigen. Somit
konnte die Empfindlichkeit des Wirtsorganismus gegeniiber Pathogenen gesteigert
werden, da eine addquate Abwehrreaktion zu spdt ausgelost wird und sich der
Fremdorganismus somit relativ lange unbeeinflusst im Wirt ausbreiten kann. Eine weitere
Moglichkeit der pathophysiologischen Deutung der Ergebnisse ist, dass Katecholamine
einer unkontrollierten Entziindungsmediatorexplosion, wie sie in der Sepsis und dem
eskalierenden SIRS gefunden wird, entgegenwirken. Insbesondere in der frithen Phase der
Sepsis, in der die proinflammatorische Immunantwort dominiert, konnte eventuell auch

von einem additiven positiven Effekt ausgegangen werden.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Noradrenalin auf die
Monozytenfunktion positive wie auch negative Auswirkungen im Verlauf der Sepsis

haben konnte, welche von der vorliegenden Konzentration an LPS beeinflusst werden.
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6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen, dass LPS die Synthese von IL-6, IL-8
und TNF-a in Monozyten in vitro induziert. Die Expression der Zytokine in Monozyten
folgt eigenen Kinetiken. TNF-a war als erstes Zytokin gefolgt von IL-8 und IL-6
nachweisbar. Diese Expressionkinetik &hnelt den in vivo, mit anderen Methoden
gemessenen Kinetiken. Die Untersuchungen zeigen, dass die Methode der
Durchflusszytometrie ein geeignetes Untersuchungsverfahren darstellt, um ein in vitro
Vollblut-Modell der Sepsis zu untersuchen. Es wurde die Dosis-Wirkungs-Beziehung von
LPS untersucht. Fiir TNF-a und IL-8 lag die EDs, bei 0,2 ng/ml.

Weiterhin wurde der Einfluss von Adrenalin und Noradrenalin auf die
Zytokinexpression von Monozyten in einem Vollblutmodell der Sepsis untersucht. Es
konnte ein hemmender Einfluss von Katecholaminen auf die IL-6- und TNF-a-Synthese
von Monozyten gezeigt werden, wihrend die IL-8 Expression unbeeinflusst blieb.
Monozyten konnten somit an den erniedrigten Zytokinspiegeln, die in vivo unter Stress-
bedingungen auftreten, beteiligt sein. Es liel sich kein Unterschied zwischen Adrenalin
und Noradrenalin auf die Zytokinsynthese in Monozyten nachweisen. Dagegen zeigte
sich ein unterschiedlicher Effekt zwischen dem synthetischen Katecholamin Dopexamin
und Noradreanlin. Noradrenalin fiihrte im Vergleich zu Dopexamin bei geringen
Konzentrationen zu einer tendenziell hoheren IL-8 Expression. Bei besonders hohen

Katecholaminkonzentrationen kehrte sich der Effekt um.

Es konnte nachgewiesen werden, dass der Einfluss von Katecholaminen auf die
Zytokinsynthese von Monozyten von der LPS-Konzentration abhingig ist. Noradrenalin
hatte, insbesondere bei niedrigen LPS-Konzentrationeneinen, einen besonders
ausgepragten hemmenden Einfluss auf die Zytokinexpression. Diese Beobachtungen
konnten von Bedeutung fiir das Verstindnis des Einflusses von Katecholaminen auf die

Reaktionen des angeborenen Immunsystems in der Sepsis sein.
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8 Thesen

1. Monozyten als Bestandteil des angeborenen Immunsystems koénnen in vitro durch
Lipopolysaccharid zur Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, IL-

8 und TNF-a angeregt werden.

2. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Monozyten in einem Vollbutmodell

phénotypisiert und deren intrazelluldre Zytokinexpression untersucht werden.

3. Die IL-6, IL-8 und TNF-o Expression von Monozyten in einem in vitro
Vollblutmodell folgt einer eigenen Kinetik, welche der Kinetik der
Zytokinplasmaspiegel in der Sepsis in vivo dhnlich sind. Die intrazelluldre
Durchflusszytometrie kann zur Evaluierung eines in vitro Sepsismodell verwendet

werden.

4. Die unter klinischen Bedingungen gemessenen LPS-Plasmaspiegelkonzentrationen

fiihren in vitro zu einer maximalen Stimulation der Zytokinexpression in Monozyten.

5. Katecholamine, welche hdufig im Verlauf der schweren Sepsis zur himodynamischen
Stabilisierung eingesetzt werden, haben einen hemmenden Einfluss auf die Expression

von IL-6 und TNF-a in Monozyten.

6. Die IL-8 Expression wird durch Katecholamine nicht in der gleichen Weise

beeinflusst, wie IL-6 und TNF-a.

7. Katecholamine haben allein keinen Einfluss auf die Zytokinexpression von
Monozyten. Eine Aktivierung der Signalkaskaden vor einer Stimulation mit LPS hat

keinen vermehrten Einfluss auf die Hemmung der IL-6, IL-8 und TNF-a Expression.

8. Proinflammatorische Zytokine werden unterschiedlich stark durch Katecholamine
beeinflusst. Der Einfluss ist konzentrationsabhingig. TNF-o wird am stérksten durch
Adrenalin und Noradrenalin gehemmt. Es besteht kein Unterschied zwischen
Adrenalin und Noradrenalin in ihrer hemmenden Potenz. Der Einfluss von Dopexamin
fiihrt zu einer tendenziell geringen IL-8 Expression in Monozyten im Vergleich zu

Noradrenalin.

9. Der Einfluss von Noradrenalin auf die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen
in Monozyten ist von der vorherrschenden LPS-Konzentration abhéngig. Der Einfluss
von Noradrenalin hat einen besonders starken Einfluss bei geringen LPS-

Konzentrationen.
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