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Wer eine Sache lebhaft im Sinn hat, macht Wirklichkeit aus ihr.
Heinrich Mann



Fur Valentin



Referat

Adipositas ist ein wachsendes Gesundheitsproblem unserer aktuellen Gesellschaft.
Viele Untersuchungen konnten mittlerweile nachweisen, dass es im weil3en
Fettgewebe zu chronisch niedrig-gradigen Entziindungsreaktionen kommt. Es soll in
dieser Studie geklart werden, ob die lokalen Entziindungsreaktionen im Fettgewebe
auch systemischen Einfluss haben und Ursache fir ein erhdhtes postoperatives
Infektionsrisiko sind. Hierbei werden Patienten untersucht, die erstmalig eine Knie-
oder Huftendoprothese erhalten. Dabei wurden Veranderungen des Immunsystem im
Rahmen der Implantation einer Knie- oder Huftendoprothese in Abhangigkeit vom
Kdrpergewicht analysiert. Zur Untersuchung der immunologischen Parameter erfolgte
zum einen die Typisierung von Lymphozyten in B- und T-Lymphozyten (CD4+ und
CD8+), sowie NK-Zellen. Hierfur wurde der Nachweis von Differenzierungsantigenen
auf den Zelloberflachen herangezogen und mittels Durchflusszytometrie ausgewertet.
Des Weiteren wurden im Plasma der Patienten Zytokine, die verstarkt bei adipdsen
Patienten exprimiert werden, ebenso mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Insgesamt wurden 52 Patienten nach ihrem BMI in eine normalgewichtige (n=17),
Ubergewichtige (n=18) und adipése (n=17) Patientengruppe unterteilt. Es konnten
praoperativ erhohte IL-6, als auch CRP-Konzentrationen bei der adipdsen
Patientengruppe festgestellt werden. Ebenso wies diese Gruppe praoperativ
erniedrigte NK- und zytotoxische T-Zell-Konzentrationen auf. Unsere praoperativen
Ergebnisse bestatigen bereits bestehende Annahmen, dass adipdse Patienten
entzlindliche korpereigene Prozesse aufweisen. Die Ergebnisse mit einem erhohten
postoperativen Infektionsrisiko in Zusammenhang zu bringen, gelang uns allerdings
nicht, da es postoperativ keine Unterschiede beziiglich des Immunstatus von adipdsen
zu normalgewichtigen Patienten gab. Allerdings lasst sich vermuten, dass auf Grund
der veranderten immunologischen Ausgangssituation auch im weiteren Verlauf des
Heilungsprozesses und der Moglichkeit von Revisionsoperationen Veranderungen bei

adip6sen Patienten im Vergleich zu normalgewichtigen Patienten auftreten kénnen.

Kirvers, Anna-Luise: Untersuchung von Immunparametern im Blut bei Patienten vor
und nach Primarendoprothetik des Huft- und Kniegelenkes in Abhangigkeit vom
Korpergewicht, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 67 Seiten, 2017.
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1 Einleitung

1.1 Adipositas

Adipositas gehdrt im 21. Jahrhundert zu den wichtigsten Gesundheitsproblemen der
Menschheit. Die Inzidenz steigt zunehmend an (Béttner et al., 2006; Dieterle and
Landgraf, 2006; Gelsinger et al., 2010). Kennzeichnend fir Adipositas ist die
Vermehrung von Fettgewebe, das neben den wichtigen evolutionaren Aufgaben als
Energiespeicher, mechanischer Schutz und Warmeisolator auch mittlerweile als
eigenstandiges aktives endokrines Organ mit Produktion einer Vielzahl von
Peptidhormonen (Adipozytokine) anerkannt ist (Gelsinger et al., 2010; Offermanns,
2012; Spitzweg et al., 1998; Trayhurn, 2005).

Die Zunahme der Fettgewebsmasse wird begriindet durch eine zu hohe Energiezufuhr
und mangelnde korperliche Bewegung (Offermanns, 2012). Die pathogenetischen
Faktoren sind allerdings nur unvollstadndig bekannt.

Dem Fettgewebe wird eine zunehmende Rolle in der Regulation zentraler und
metabolischer Prozesse zugeschrieben, wie zum Beispiel die Kontrolle von Appetit und
Sattigung, korperliche Aktivitdt, Fettverteilung, Insulinsensitivitdt und —sekretion,
Energieumsatz und auch Entziindungsprozessen (Gelsinger et al., 2010; Spitzweg et
al., 1998).

Zur Klassifikation der Adipositas wurde der Body Mass Index (BMI) eingeflihrt, der sich

aus dem Quotienten KorpergrofRe (kg) und Kérpergewicht? (m?) berechnet (Tab. 1).

Tabelle 1: Klassifikation der Adipositas nach WHO 2004

Gewichtsklassifikation BMI (kg/m?)
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 25,0 -29,9
Adipositas Grad | 30,0 -34,9
Adipositas Grad Il 35,0 -39,9
Adipositas Grad Il = 40,0

Im klinischen Alltag wird der BMI als grobes Mal} fir die Kdrperfettverteilung genutzt.
Adipositas muss als bedeutendes Gesundheitsproblem angesehen werden, da es das
Risiko fir Stoffwechselerkrankungen (Diabetes mellitus Typ 2, Fettlebererkrankungen,
Fettstoffwechselstérungen) und kardiovaskulare Erkrankungen (arterielle Hypertonie,
koronare Herzerkrankung, Schlaganfall), aber auch bestimmte Tumorerkrankungen
erhoéht (Lehnert and Reincke, 2015).



Die endokrine Funktion des Fettgewebes zeigt sich durch die Produktion von
Adipozytokinen, die sich je nach Aufgabe in Zytokine, Chemokine und hormonahnliche
Stoffe unterscheiden lassen. Dazu gehoéren z. B. TNF- a, IL-6, -10, -18, MCP-1,
Resistin, Progranulin, Leptin, Adiponektin, Vaspin, Omentin, Lipocalin und viele mehr.
In den letzten Jahren sind circa 600 Adipozytokine entdeckt wurden (Fagerer and
Kullich, 2010; Gelsinger et al., 2010; Spitzweg et al., 1998).

Diese Adipozytokine haben durch ihre auto- und parakrinen, sowie endokrinen
Wirkungen Bedeutung bei der Adipogenese, Fettzellfunktion und Immunzellinfiltration
im Fettgewebe (Bottner et al., 2006; Gelsinger et al., 2010; Kershaw and Flier, 2004).
Es konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass bei der Sekretion der
Adipozytokine auch eine Vielzahl an Entziindungsmediatoren freigesetzt werden. Man
geht heute davon aus, dass das weille Fettgewebe bei adipésen Menschen durch
chronische, niedriggradige Entzindungen charakterisiert wird (Cooke et al., 2016;
Trayhurn, 2005).

Die sezernierten Adipozytokine zirkulieren im Serum und entfalten definierte
metabolische und immunmodulierende Wirkungen. Eine Reihe hochaktiver
Entzindungsmediatoren wie TNF-a und IL-6, Faktoren des Komplementsystems,
Wachstumsfaktoren u.v.m. werden von Adipozyten produziert und freigesetzt (Choe et
al., 2016; Gelsinger et al., 2010). Dies wird wiederum durch Adipositas beeinflusst,
wodurch wiederum weitere Entziindungsmediatoren freigesetzt werden kénnen. Neben
den Adipozyten finden sich im viszeralen Fettgewebe aber auch Immunzellen,
Fibrozyten, Fibroblasten und Endothelzellen, die wiederum immunmodulierende
Botenstoffe freisetzen (Choe et al., 2016; Cooke et al., 2016; Kintscher et al., 2008;
Trayhurn, 2005).

Die Serumspiegel einiger der Adipozytokine korrelieren zur Fettgewebsmasse. Zum
Beispiel steigt der Leptin-Serumspiegel mit zunehmender Korperfettmasse an,
wahrend der Adiponektinspiegel fallt. Es gibt bisher fir die Adipozytokine allerdings
keine verbindlichen Grenzwerte (Gelsinger et al., 2010; Schéffler et al., 2015).

Es ist davon auszugehen, dass im viszeralen Fettgewebe, welches fir die
Adipositasforschung das wichtigste Untersuchungsmaterial darstellt, gestérte
Fettgewebsfunktionen auftreten, die sich histologisch durch das vermehrte Auftreten
von Immunzellen (insbesondere den sogenannten Fettgewebsmakrophagen)
bemerkbar machen (Bliher, 2014).

1.2 Das Immunsystem und Adipositas
Die Freisetzung der entziindungsférdernden Mediatoren aus dem Fettgewebe I6sen

nicht nur lokal Inflammationsprozesse aus, sondern fiihren im gesamten Organismus



zu entzlindlichen Prozessen, die durch das menschliche Immunsystems aufgefangen

werden missen (Trayhurn, 2005).

1.2.1 Aufbau des Immunsystems

Man unterteilt das Immunsystem in ein angeborenes und erworbenes bzw.
unspezifisches und spezifisches Immunsystem.

Das Antigen-unspezifische Immunsystem wird unabhangig vom jeweiligen Erreger
aktiviert.  Auf zellularer Ebene gehéren Granulozyten, das Monozyten-
Makrophagensystem, sowie die Natirlichen Killer-(NK-) Zellen zum Repertoire des
unspezifischen Immunsystems (Pezzutto, 2007).

Das spezifische Immunsystem besteht aus B- und T-Lymphozyten und besitzt im
Gegensatz zum unspezifischen Immunsystem ein Gedachtnis, welches Reinfektionen
verhindern kann (Rink et al., 2012a).

Zur Unterscheidung der einzelnen Zellen dient die unterschiedliche Expression von
Differenzierungsantigenen. Diese Differenzierungsantigene werden als Cluster of
Differentiation (CD) bezeichnet und werden zur quantitativen Analyse der
Lymphozytensubpopulationen genutzt (Neumeister and Béhm, 2015).

Zur Entwicklung, Differenzierung, Aktivierung und Antigenerkennung der T-
Lymphozyten sind der T-Zell-Rezeptor (TZR) und weitere Hilfsmolekile notig
(Pezzutto, 2007). Die CD3 Molekilgruppe ist eng mit dem TZR assoziiert und wird zur
Identifizierung von T-Lymphozyten bei laborchemischen Analysen eingesetzt (Rink et
al., 2012b).

In der Peripherie werden die T-Lymphozyten nach ihrer Funktion und Ausbildung von
spezifischen Oberflachenmolekilen unterschieden. Etwa 50-80% der T-Lymphozyten
exprimieren CD4-Molekile. Man unterscheidet diese weiterhin in 2 Untergruppen, die
aber beide Uber ihren TZR Antigene auf Antigen-prasentierenden Zellen in Bindung mit
MHC-Klasse-lI-Molekilen erkennen. Typ 1 und Typ 2 sind klassische Helferzellen, die
eine spezifische Immunantwort zentral durch Aktivierung von Makrophagen und B-
Lymphozyten regulieren.

Die verbleibenden 20-50% exprimieren die Oberflachenmolekile CD8 und sind damit
zytotoxisch tatig. Ihr TZR identifiziert das mit einem Peptid beladene MHC-Klasse-I-
Molekil einer infizierten Zelle und kann diese durch Freisetzung von grolen Mengen
entzindungsfordernder Zytokine wie TNF und INF-y zerstéren (Pezzutto, 2007).

Es finden sich vermehrt Studien, die ein verstarktes Auftreten von T-Lymphozyten auf
Grund der Zytokin- und Chemokinfreisetzung der Adipozyten im Fettgewebe feststellen
konnten (Kintscher et al., 2008; Wu et al., 2007).



Auf der Oberflache der B-Lymphozyten befinden sich Antigenstrukturen. Diese werden
als Immunglobuline bezeichnet, die bei Bedarf in das Blut abgegeben werden kdnnen.
Die B-Lymphozyten kénnen auf Grund der unterschiedlichen Spezifitdt der
Immunglobuline eine Vielzahl von Antigenen erkennen(Schitt and Bréker, 2011).

Auch B-Lymphozyten sind in der Lage durch Quervernetzung der membranstandigen
Immunglobuline mit einem Antigen, dieses zu phagozytieren und letztendlich auf lhrer
Oberflache zu prasentieren(Rink et al., 2012b).

Damit sich aus einem B-Lymphozyt eine Immunglobulin-bildende Plasmazelle
entwickelt, benétigen B-Lymphozyten Signale von T-Helfer-Lymphozyten, die ebenfalls
das gleiche Antigen gebunden haben (gekoppelte Erkennung).

CD 19 Antigene befinden sich auf der Oberflache aller B-Zellen und sind somit ein
Marker fir die B-Zellen. Sie bilden zusammen mit weiteren Molekilen einen Komplex,
der die Signallbertragung am B-Zell-Rezeptor moduliert (Rink et al., 2012b).

NK-Zellen stellen ein Bindeglied zwischen erworbener und angeborener Immunabwehr
dar. NK-Zellen sind in der Lage fremde, virusinfizierte oder Tumorzellen ohne
Aktivierung zu téten (Rink et al., 2012a).

Unreife NK-Zellen exprimieren lediglich CD 161, reife NK-Zellen hingegen besitzen CD
94, das Adhasionsmolekil CD 56 und CD 16 (Pezzutto, 2007). Einen spezifischen
Marker besitzen sie allerdings nicht. Man charakterisiert sie durch das Vorhandensein
von CD56 und CD 16 und das Fehlen von CD3. Durch das Fehlen von CD3 Iasst sich
eine Unterscheidung zu den NKT-Zellen nachvollziehen (Rink et al., 2012b).

NK-Zellen setzen lytische Granula frei und kénnen tber Ligandenbindung apoptotische
Vorgange auslosen. Die zytotoxische Granula ist flir den ausfiihrenden zytolytischen
Mechanismus der NK-Zellen verantwortlich (Rink et al., 2012c).

NK-Zellen kénnen durch Signale an Ihren Rezeptoren aktiviert oder inhibiert werden
(Pezzutto, 2007). Die Aktivitat der NK-Zellen wird durch die Balance der Signale der
beiden Rezeptorgruppen (aktivierend oder inhibierend) erzeugt.

Humane NK-Zellen kann man in mindestens 2 Subpopulationen untergliedern. Im Blut
exprimieren mindestens 90% der zirkulierenden NK-Zellen nur wenig CD56 (CD56dim
CD16+). Allerdings findet man auch Zellen, die wesentlich mehr CD56 auf Ihrer
Oberflache exprimieren als CD16 (CD56 bright CD16-). Die Mehrzahl der NK-Zellen
(CD56 dim) ist verantwortlich flir die klassische Funktion der Zytotoxizitat. Der kleinere
Anteil (CD56 bright) kann durch Zytokine mit Immunzellen kommunizieren und so
Einfluss auf das spezifische Immunsystem nehmen (Rink et al., 2012c).

Verschiedene Gruppen haben den Einfluss von Adipositas und Adipokinen,
insbesondere Leptin, auf die Funktion und Differenzierung von NK-Zellen untersucht
(Spitzweg et al., 1998; Tian et al., 2002; Wrann et al., 2012).



Zytokine werden als eine Gruppe von Proteinen und Glykoproteinen betrachtet, die die
Zelldifferenzierung und —proliferation modulieren kénnen. Vorwiegend werden sie von
Zellen des retikuloendothelialen Systems zur Immunmodulation, Regulation
entzindlicher Prozesse und als Reaktion auf eine lokale Schadigung gebildet.

Die Wirkung von Zytokinen ist hormonahnlich und ihre Sezernierung erfolgt meist erst
nach Stimulation der sezernierenden Zelle. Das Wirkspektrum reicht von
Entzindungsbekdmpfung, Immunabwehr Uber Gewebsreparatur, Kontraktilitdt von
Herz und Gefalten bis hin zur Aufrechterhaltung von Kdrperfunktionen und Aktivierung
von Apoptose und Zelltod. Die Klassifikation der Zytokine orientiert sich an ihrer
Funktion im menschlichen Kérper (Pezzutto, 2007).

Im Folgenden werden die flir die vorliegende Untersuchung relevanten Zytokine,
assoziierten Rezeptoren und andere auf das Immunsystem Einfluss nehmende
Enzyme naher erlautert.

CD40 Liganden (CD40L) gehért zu den Tumornekrosefaktoren. CD40L werden auf der
Oberflache von aktivierten CD4+-T-Lymphozyten, basophilen Granulozyten und
Mastzellen exprimiert. Es findet sich in der Blutzirkulation ein I8slicher CD40L
(sCD40L). Dieses losliche Molekdil ist in der Lage B-Lymphozyten vor der Apoptose zu
schitzen (Apple et al, 2005). sCD40L in erhdhter Konzentration wurde bei
Autoimmunerkrankungen, Multiple Sklerose, entziindliche Darmerkrankungen,
Diabetes, Schlaganfall und Hypercholesterinamie gefunden (Fu et al., 2013).

ICAM-1 ist ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie. Es dient als Ligand fir das
Lymphozytenfunktion-assoziierte Antigen 1 (LFA 1). Dieses ist ein Integrin, welches die
Lymphozyten-Adhasion vermittelt. ICAM-1 scheint ein initialer Marker flr
Entziindungsreaktionen zu sein. Es ist in die Lipidsynthese involviert und wird von
humanen Adipozyten bei Stimulation der Lipolyse exprimiert (Brake et al., 2006, 2006,
p. -1; Byun et al., 2014; Christoph et al., 2016; Kvasnicka et al., 2003; Wang et al.,
2005; Witkowska, 2005).

Interleukin-6 wird von einer Vielzahl von Immunzellen gebildet wie z.B. Makrophagen,
dendritischen Zellen, Lymphozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Muskelzellen.
Dabei hat es eine proinflammatorische Funktion. Es ist ein Vermittler der Akute-Phase-
Reaktion. Erhdhte IL-6 Konzentrationen weisen auf ein entziindliches Geschehen hin.
Ein chirurgisches Trauma und die verwendete Anasthesie bewirken beim Patienten
eine transiente Immunsuppression, die postoperativ zu einer Infektion fihren kann. Es
wurde gezeigt, dass sich die IL-6 Konzentration postoperativ proportional zum
chirurgischen Stress verhalt. Je héher die Gewebsschadigung desto héher auch die IL-
6 Konzentration (Brand et al., 1998; Lahat et al., 1992; Sweed et al., 1992). AulRerdem

ist IL-6 ein Mediator der niedriggradigen chronischen Entzindungsreaktionen bei



Adipositas. Viszerales Fett produziert mehr IL-6 als subkutanes, so dass Patienten mit
Adipositas und einem erhohten Huftumfang auch erhéhte IL-6 Serumspiegel haben
(White and Stephens, 2011).

Leptin spielt eine Schllsselrolle bei der Regulierung von Energieaufnahme und —
verbrauch. Es ist den Zytokinen ein strukturell dhnliches Protein. Sezerniert und
produziert wird Leptin von Adipozyten. Die Konzentration im Serum korreliert mit der
Fettgewebsmasse und dem Erndhrungsstatus. Wahrend der Pubertat verandert sich
der Leptinspiegel. Testosteron inhibiert die Produktion von Leptin, so dass die
Konzentration bei Jungen niedriger ist als bei Madchen (Fischer-Posovszky, 2010).
Kommt es zur Reduktion der Korperfettdepots (insbesondere des abdominellen
viszeralen), kommt es auch zur Senkung des zirkulierenden Leptinspiegels, was
daraufhin wiederum zu einer Zunahme des Appetites fihrt. Aufgrund der
beschriebenen Funktion wurde Leptin als Medikament gegen Adipositas eingesetzt,
fuhrte aber nicht zu den erhofften Ergebnissen. Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass sich bei adipésen Menschen eine Leptinresistenz entwickelt hat(Bouret et al.,
2004; Cléement et al.,, 1998; Koistinen et al., 1998). Es gibt diesbezlglich
unterschiedliche Theorien. Zum einen wird vermutet, dass der Transporter, der das
Leptin Uber die Blut-Hirn-Schranke beférdert, sattigbar ist und deshalb nicht gentigend
Leptin im Hypothalamus wirken kann (Koistinen et al., 1998). Zum anderen wird Uber
eine verminderte Zahl leptinsensitiver Neurone im Hypothalamus (Bouret et al., 2004),
Mutationen des Leptinrezeptors (Clément et al., 1998) oder des Leptintransporters
diskutiert. Einen direkten Einfluss von Leptin auf Aktivierung, Proliferation, Reifung und
Produktion von Lymphozyten, NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen, dendritischen
Zellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten konnte in vitro gezeigt werden
(Fantuzzi, 2009; Lam and Lu, 2007). Es wurde weiterhin festgestellt, dass bei Infekten
erhohte Leptinspiegel gemessen werden (Fagerer and Kullich, 2010).

Resistin wird von Monozyten/Makrophagen, Knochenmark und Adipozyten exprimiert.
Als hochmolekulares Hexamer zirkuliert es im Plasma, obwohl der niedrigmolekulare
Komplex als die aktivere Form gilt. Proinflammatorische Zytokine (wie z.B. IL-6)
steigern die Expression von Resistin (Kaser et al., 2003). Der Serumspiegel ist im
Tiermodell bei Adipositas erhdht (Steppan et al., 2001). Im menschlichen Fettgewebe
ist es im Gegensatz zur Maus kaum nachweisbar. Es wird angenommen, dass Resistin
ein potenter Aktivator von Endothelzellen ist. Somit kann Resistin eine mechanistische
Rolle in der Pathogenese von kardiovaskularen Erkrankungen spielen (Gelsinger et al.,
2010).

Das Monozyten Chemoattraktive Protein 1 (MCP-1) ist auf Grund seines Namens nicht

nur chemoattraktiv auf Monozyten, sondern auch auf T-Lymphozyten und NK-Zellen
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wirkend. Es gehért zur Chemokin-Familie. Zum Grofteil wird MCP-1 durch
Makrophagen in Reaktion auf Zytokine wie IL-6 oder TNF-a freigesetzt, aber auch
durch Fibroblasten, Endothelzellen, bestimmten Tumorzellen und Adipozyten (Sartipy
and Loskutoff, 2003). Der Hauptrezeptor fir MCP-1 ist CCR2, der von verschiedenen
Zelltypen einschlieRlich Adipozyten exprimiert wird (Takahashi et al., 2003). Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression von MCP-1 im weillen Fettgewebe in
Tierversuchen bei adipdésen Individuen im Vergleich zu normalgewichtigen
hochreguliert wird. Bei fettleibigen Nagern wurde festgestellt, dass mit héherer MCP-1
Konzentration eine umso héhere Monozytenkonzentration im Fettgewebe einhergeht
(Takahashi et al., 2003). Weiterhin geht man davon aus, dass MCP-1 einen Einfluss
auf die Reifung und Differenzierung von Adipozyten hat. MCP-1 mit der Hauptaufgabe
der Rekrutierung von Monozyten tragt zur Initiierung und Aufrechterhaltung von
Entziindungsreaktionen im Fettgewebe bei (Sartipy and Loskutoff, 2003).

Der Tumornekrosefaktor ist ein Zytokin, das von Makrophagen und Monozyten im
Gewebe und Blut freigesetzt wird. Es spielt eine Schlisselrolle in der Initierung der
Immunantwort. TNF-Rezeptoren wurden auf einer Vielzahl menschlicher Zellen wie
Fibroblasten, Endothelzellen, Adipozyten, Granulozyten und verschiedenen
Tumorzelllinien nachgewiesen (Pezzutto, 2007). Das extrazellulare also Ibsliche
Fragment des TNF-Rezeptors ist vom intakten Molekul durch proteolytische Spaltung
abgespalten. Hohe Serumlevel von léslichen TNF-Rezeptor (sTNF-R) wurden bei
Patienten mit Tumorerkrankungen, Sepsis und Autoimmunerkrankungen festgestellt.
sTNF-R wird als guter Marker flir die Schwere einer Sepsis angesehen (Fraunberger et
al., 1996). Die pathophysiologische Rolle der sTNF-R ist bislang noch ungeklart. In
vitro wurde gezeigt, dass sie TNF binden kénnen. Die Serumspiegel I6slicher TNF-
Rezeptoren korrelieren auch mit dem Stadium von verschiedenen Tumorerkrankungen
(Fraunberger et al., 2001). Es gibt unterschiedliche Studien in Bezug auf sTNF-R und
Adipositas. In einigen zeigte sich kein Unterschied in der Serumkonzentration in
Abhangigkeit vom Kérpergewicht (Olszanecka-Glinianowicz et al., 2004), in anderen
weisen adipdse Probanden einen héheren Serumspiegel auf (Dzienis-Straczkowska et
al., 2003).

Osteoprotegerin (OPG) ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie, das von Osteoblasten
exprimiert wird. OPG Ubernimmt Aufgaben im Knochenstoffwechsel z.B. bei der
Hemmung der Knochenresorption. Aulerdem Ubernimmt OPG eine Rolle innerhalb
des Immunsystems, in dem es die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-
Lymphozyten reguliert. OPG wird vermehrt in glatten GefalRmuskelzellen und
Endothelzellen exprimiert (Ashley et al.,, 2011). In Tierstudien zeigte sich bei OPG-

defizienten Mausen eine schwere Aorten- und Nierenverkalkung, die Bedeutung von



OPG im Gefalsystem ist noch nicht vollstandig verstanden (Bucay et al., 1998). Es
konnte gezeigt werden, dass adipése Patienten niedrigere OPG Spiegel aufweisen als
Normalgewichtige (Ashley et al., 2011). Die Rolle von Adipositas bezuglich der
Regulation der zirkulierenden Serumspiegel von OPG ist noch unklar. Es gibt Studien,
die keinen Zusammenhang zwischen Adipositas und OPG zeigen (Gannagé-Yared et
al., 2008, 2006).

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein Glykoprotein, das in allen Zellen der myeloiden
Abstammungslinie exprimiert wird. Man findet es vermehrt in den Granula von
neutrophilen Granulozyten (Nijhuis et al., 2009). MPO erzeugt eine Vielzahl an
Radikalen und Oxidantien, die oxidative Schaden an Proteinen, Lipoproteinen, Lipiden
und der DNA der Zielzellen verursachen. Es wird davon ausgegangen, dass das
Ergebnis der von MPO gesteuerten Katalyse eine zentrale Rolle in der Atiologie der
Atherosklerose spielt (Anatoliotakis et al., 2013). In Zusammenhang mit Adipositas
wurde gezeigt, dass es zu erhéhten Plasmaspiegeln von MPO kommt, wodurch
auszugehen ist, dass das angeborene Immunsystem verstarkt aktiviert wird und auch
MPO zu einer chronischen Entziindungsreaktion bei adipdsen Menschen beitragt
(Nijhuis et al., 2009).

1.3 Endoprothetik in Bezug auf Adipositas und das Immunsystem

Das Immunsystem besitzt die Aufgabe den Organismus vor Mikroorganismen, Fremd-
und Schadstoffen, Toxinen und malignen Zellen zu schiitzen (Pezzutto, 2007).

Auch ein klnstliches Gelenk stellt einen Fremdkoérper dar, der zu immunologischen
Konsequenzen fihren kann. Die Oberflachen einer Endoprothese sind anfallig fir eine
bakterielle Besiedlung. Bakterielle Erreger haben eine hohe Adharenz an die
verwendeten Implantatmaterialien (Pap and Meinecke, 2011). Zum einen besteht die
Gefahr eines bakteriellen Befalls des Implantates und zum anderen stellt das
Einsetzten eines Kunstgelenkes einen Eingriff in das immunologische Gleichgewicht
des Korpers dar (Nordstrom et al., 1994). Der Erfolg des Immunsystems ist abhangig
von dem Zusammenspiel verschiedener mobiler Immunzellen, Botenstoffe, Antikdrper
und modulierender Proteine (Rink et al., 2012a).

Die Gesamtzahl der endoprothetischen Huft- als auch Kniegelenkeingriffe hat in den
zuruckliegenden Jahren weltweit zugenommen. Nach Angaben des Statistischen
Bundesamtes wurden in Deutschland im Jahr 2013 210.384 Hiuftendoprothesen
erstmalig implantiert, sowie 138.506 Knieendoprothesen. Die Hufttotalendoprothesen-
Implantation zahlt auf Platz 8 zu den 20 haufigsten Operationen in deutschen Kliniken
(Halder et al., 2012).



Die haufigste Ursache, die zu einer Endoprothesenimplantation am Knie- oder
Huftgelenk fihrt, ist die Arthrose (Halder et al., 2012; Pap and Meinecke, 2011). Als
Arthrose wird eine progrediente, primar nicht entzindliche, degenerative
Gelenkerkrankung bezeichnet, bei der es zur Zerstérung des Gelenkknorpels, anderer
Gelenkanteile und sekundarer Knochenlasion kommen kann (Herold, 2013).

Es wird zwischen einer primaren und einer sekundaren Arthrose unterschieden. Die
primare Arthrose oder auch idiopathische Arthrose weist keine erkennbare Ursache
auf, meist liegt eine anlagebedingte Minderwertigkeit des Gelenkknorpels vor. In
Fallen, bei denen eine andere Erkrankung der Arthroseentstehung zugrunde liegt,
spricht man von sekundarer Arthrose. Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass die
Arthrose das Ergebnis eines auf der einen Seite destruktiven auf der anderen Seite
reparativen Prozesses ist, der durch eine grolke Anzahl von biochemischen und
physikalischen Faktoren beeinflusst wird.

Einer der Hauptrisikofaktoren fiir eine Arthrose ist Adipositas. Die Assoziation zwischen
Osteoarthrose in den gewichttragenden Gelenken und dem BMI konnte in zahlreichen
Studien belegt werden (Conde et al., 2013; Griffin and Guilak, 2008; Koonce and
Bravman, 2013). Friher wurde vermutet, dass allein die verstarkte Belastung des
Gelenkes und die biomechanischen Veranderungen die Ursache fir die gehauft bei
adipésen Menschen auftretende Arthrose ist. Gerade gewichttragende Gelenke wie
Hufte und Knie zeigen einen vermehrten Zusammenhang zwischen der Ausbildung
einer Osteoarthrose und des BMI. Die biomechanischen Veranderungen schlielRen
Probleme der Gelenkstabilitat und Auftreten von Lastenverschiebungen ein. Allerdings
wird immer mehr eine Interaktion zwischen mechanischen und Entziindungsfaktoren
diskutiert. Denn auch das Risiko zur Entwicklung einer Arthrose in nicht-
gewichttragenden Gelenken wie das Handgelenk ist bei adipésen Menschen erhoht
(King et al., 2015). Es wurde in den letzten Jahren in vielen Studien gezeigt, dass das
Fettgewebe proinflammatorische Zytokine freisetzt, die bei der Arthrose eine
Schlisselrolle spielen. Adipozytokine haben Einfluss auf Zellen und Gewebe, die bei
der Arthrose beteiligt sind, wie Knorpel, Synovia und Knochen. Die meisten Studien
haben sich dabei auf Leptin fokussiert (Griffin and Guilak, 2008). Leptinrezeptoren
werden unter anderem auf der Oberfliche von Chondrozyten und subchondralen
Osteoblasten exprimiert (Figenschau et al., 2001; Simopoulou et al., 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass Chondrozyten von adipdsen Arthrosepatienten ein anderes
Reaktionsmuster auf Leptin aufweisen als Uber- oder normalgewichtige Patienten
(Pallu et al., 2010). Nach Gewichtsreduktion konnte eine Veranderung der
Konzentration der zirkulierenden Adipozytokinen festgestellt werden, die einhergehen

mit einer Reduktion des Knorpelgewebsschadens (King et al., 2015). Auch konnte



festgestellt werden, dass erhdhte Serumkonzentrationen von Zytokinen wie IL-6 und
TNF mit einer erhéhten Pravalenz flir Kniearthrose in Verbindung stehen (Stannus et
al., 2010). Bisher wurde allerdings das Hauptaugenmerk auf Leptin und Adipokin
gelegt und sich weniger auf die im Korper zirkulierenden Immunzellen und weiteren
Adipozytokine konzentriert. Hierbei sind insbesondere die Patienten von Interesse, die
sich bereits im fortgeschrittenen Stadium der Arthrose befinden und denen nur die
ultima ratio Therapie mittels Implantation eines Kunstgelenkes helfen kann. Es stellt
sich die Frage, ob adipése Patienten vor und nach Implantation eines kinstlichen
Gelenks immunologisch anders reagieren als Uber- oder normalgewichtige Patienten.

Adipositas wird zudem als Risikofaktor flir periprothetische Infektionen und das
Versagen von Osteosynthesen gesehen (Winkler et al., 2014), was vermuten lasst,
dass adipdése  Patientinnen und Patienten =~ demnach haufiger  eine
Revisionsendoprothetik bendtigen mussten. Dies ist nicht alleine auf die mechanische

sondern auch auf die verstarkte immunologische Belastung zurtickzufiihren.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass das Fettgewebe auf Grund seiner

parakrinen und endokrinen Eigenschaften zu einer chronischen Entziindung im Kérper

von adipdsen Menschen fiihrt.

Bisher wurde untersucht, wie sich das Immunsystem von adipésen Patienten im

Vergleich zu Normalgewichtigen im ,gesunden® Zustand verhalt.

Mit Hilfe dieser Studie soll untersucht werden, ob sich bei adipdsen Patienten

1.

das Immunsystem vor und nach operativen Eingriffen im Vergleich zu
Ubergewichtigen und normalgewichtigen Patienten im Allgemeinen anders
verhalt.

nach einem groRen chirurgischen Eingriff wie einer Knie- oder
Hufttotalendoprothetik veranderte Mengen an T- und B-Lymphozyten, NK-
Zellen und bestimmten proinflammatorischen Zytokinen zeigen lassen, die im
Vergleich zu Normalgewichtigen auf einen verstarkten Entziindungsprozess
hindeuten.

Operateure mit einem grundsatzlich hoheren Revisionsrisiko
auseinandersetzen muissen, da sie ein verandertes und damit am ehesten

aktiveres Immunsystem aufweisen als normalgewichtige Patienten.

Diese Arbeit soll deshalb die Basis flir weiterfihrende Untersuchungen bei adipdsen

Patienten darstellen, um in Zukunft die Gefahr einer Revisionsoperation besser

einschatzen zu kénnen und die Patienten diesbezlglich besser aufzuklaren.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Reagenzien

Schwinzer Lyse
8,49 NH,Cl1/0,1g EDTA / 1,0g KHCO3

in 11 Aqua dest.

PBS

Trypanblau

Waschpuffer
9,55 g Dulbeccos 1x PBS / 10g BSA (1%) / 1g NaN3 (0,1%)

in 11 Aqua dest.

Messpuffer
9,55g Dulbeccos 1x PBS / 1g BSA (0,1%) / 1g NaN3 (0,1%)

in 11 Aqua dest.

Flowcytomix Human Obesity 9 plex Kit
Assay Buffer (PBS / 10% BSA)
Streptavidin-Phycoerythrin
Reagent Dilution Buffer
Antikorper Beads

Biotin-konjugierte Antikdrper
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3.1.2 Antikdrper fur Durchflusszytometrie

Verdiinnung
Detektierte
Bezeichnung Typ Hersteller (mit
Zellpopulation
Waschpuffer)
PE-Cy™7
_ T- Mouse 1gG1, .
Mouse Anti- BD Biosciences 1:50
Lymphozyten
Human CD3 K
APC Mouse
_ Mouse IgG1, L
Anti-Human T-Helferzellen BD Biosciences 1:250
CD4 K
PE Mouse
; Mouse 1gG1, .
Anti-Human | £ytotoxische T- 9 BD Biosciences 1:500
Zellen K
CD8
B-
APC-H7 CD20 9G4, K BD Biosciences 1:50
Lymphozyten
APC CD56 NK-Zellen 19G2p, K BD Biosciences 1:100

3.1.3 Antikdrper fur Flowcytomix

Bezeichnung

sCD40L

sICAM-1

IL-6

Leptin

MCP-1
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MPO
OPG
Resistin
sTNF-R
3.1.4 Gerate und Software
Durchflusszytometer LSR |l FacsScan, Becton Dickinson
FacsDiva Software Becton Dickinson

3.2 Methoden

3.2.1 Studienpopulation

Grundsatzlich gilt fur alle weiteren Abschnitte dieser Arbeit, dass zur sprachlichen
Vereinfachung das Wort ,Patienten® sowohl fiir Patienten als auch Patientinnen
verwendet wird.

Fur diese Studie wurden Patienten eingeschlossen, die eine primare Hift- oder
Knietotalendoprothese erhielten. Fir die regelrechte Verteilung bezlglich Geschlecht,
Gewicht und Lokalisation des kinstlichen Gelenkes wurden die Patienten
entsprechend ausgewahlt.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-
Luther-Universitat am 16.03.2012 genehmigt.

Innerhalb dieser Population erfolgte eine Unterteilung nach Body-Mass-Index
(Gewicht/GroRRe? in kg/m?). Die Patienten mit einem Body-Mass-Index (BMI) von < 25
kg/m? wurden der Gruppe ,normalgewichtig” zugeteilt, Patienten mit einem BMI =25
kg/m? und <30 kg/m? der Gruppe ,libergewichtig und Patienten mit einem BMI =30
kg/m? der Gruppe ,adipds“. Sowohl pra- als auch postoperativ erfolgte jeweils eine
Blutentnahme.

Des Weiteren wurden die Werte fir CRP und die Leukozytenanzahl bei jedem
Patienten pra- und postoperativ durch die routinemafiige Blutentnahme bestimmt. Die
Patientenpopulation setzt sich aus 52 Patienten zusammen. Die Gruppe umfasst 25
mannliche und 27 weibliche Patienten. Es sind darin sowohl 26 Huft- als auch 26

Knietotalendoprothesen eingeschlossen.
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Tabelle 2: Verteilung der Probanden nach Geschlecht und BMI-Gruppe

Normalgewichtig Ubergewichtig Adipos
Méanner 10 9 6 25
Frauen 7 9 11 27
17 18 17

Die Patienten wurden nach den folgenden genannten Einschlusskriterien und dem
Fehlen der Ausschlusskriterien ausgewahlt.
Einschlusskriterien
o Vorliegen der Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme
e Alter 40-80 Jahre
Ausschlusskriterien
e Ablehnung der Studienteilnahme
¢ nachgewiesene gelenkferne (akute oder chronische) Infektionsherde
o Erkrankungen des Stoffwechsels (z.B. Diabetes mellitus)
e Erkrankungen des Endokriniums (z.B. schwere Hyper-/Hypothyreose)

e bestehende Immunsuppression (angeboren oder erworben)

3.2.2 Probengewinnung

Es wurde peripheres, vendses Blut aus den Kubitalvenen der Patienten mit
gewohnlichen Kandilen in Heparin-Lithium-Réhrchen entnommen. Die Patienten waren
dabei nichtern. Bei der praoperativen routinemaRigen Blutentnahme 3 + 2 Tage vor
der Operation wurde den Patienten zusatzlich circa 2,7ml Blut enthommen und ebenso
einmalig 5 * 2 Tage postoperativ. Die Blutentnahme erfolgte jeweils in ein
Heparinréhrchen. Es konnte bei der Untersuchung kein standardisierter Zeitpunkt der
Blutentnahmen festgelegt werden, so dass die Entnahmen um * 3 Tage schwankten,
was in Hinblick auf CRP und Leukozytenmessung, aber auch bezlglich
Lymphozytendifferenzierung und Zytokinmessung Schwankungen erklaren und eine
absolut einheitliche Betrachtung der Ergebnisse erschweren kann.

Das Blut wurde mdglichst unmittelbar, spatestens aber 6h nach Blutentnahme

bearbeitet, da danach die Vitalitat der Zellen rasch abnimmt.
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3.2.3 Probenaufarbeitung

Zur Herstellung von Plasma wurden 500ml des entnommenen Blutes pipettiert und bei
4°C und 1000g 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -
80°C bis zur Verarbeitung fir das Flowcytomix gelagert. Das restliche Vollblut (2,2ml)
wurde mit Schwinzer Lyse 1:20 verdinnt und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
inkubiert, um die Erythrozytenlyse zu erzielen.

Die Erythrozytenlyse ist notwendig, damit es zu keiner Behinderung bei der
durchflusszytometrischen Messung auf Grund einer hohen Erythrozytenzahl in den
Proben kommt. Danach wurde die Ldésung zentrifugiert (400g/4°C/10min). Der
Uberstand wurde nach der Zentrifugation verworfen und das Zellpellet in PBS
resuspendiert. Es erfolgt wiederum eine Zentrifugation (400g/4°C/10min) und danach
ein weiterer Waschschritt mit PBS. Bei noch nicht vollstandiger Entfarbung des
Zellpellets konnte der Waschschritt ein weiteres Mal wiederholt werden. Nach erfolgter

Zentrifugation wurde das entfarbte Zellpellet mit 1ml PBS resuspendiert.

3.2.4 Zahlverfahren

Zur Festlegung standardisierter Bedingungen am Durchflusszytometer wurde mit Hilfe
der Neubauer Zahlkammer die Zellzahl ermittelt. Der unter 3.2.3 beschriebenen
Verdlinnung werden 2ul entnommen und mit 198ul Trypanblau angefarbt. Der
Farbstoff farbt tote Zellen an, da ihre Zellmembran permeabilisiert ist. Danach erfolgt
die Beflllung der Neubauer Zahlkammer. Dies geschieht durch Ansetzen der
Pipettenspitze an der Kante der Zahlkammer, wobei die Suspension durch
Kapillarkrafte zwischen Deckglas und Objekttrager gesaugt wird. Unter dem Mikroskop
wird die Einteilungskammer sichtbar. AnschlieRend werden 4 der Quadrate der

Neubauer-Kammer ausgezahlt.

Abbildung 1: Neubauer Zahlkammer
Es werden die ungefarbten lebenden Zellen ausgezahlt. Die genaue Zellzahl kann

dann mit folgender Formel berechnet werden(Schmitz, 2011):
> Zellzahl der 4 Quadrate / 4 = Mittelwert der Zellzahl / Quadrat
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Mittelwert der Zellzahl / Quadrat x Kammerfaktor x Verdlinnung = Zellen / ml
Kammerfaktor = 10*

(Flache des Quadrates 1mm?und Tiefe des Quadrates 0,1 mm)
Verdiinnung = 2yl Zellsuspension / 198ul Trypanblau = 10?

Mittelwert der Zellzahl / Quadrat x 10° = Zellen / ml

3.2.5 Markierung von Oberflachenantigenen mit Hilfe monoklonaler Antikdrper

Die Markierung von Antigenstrukturen mittels monoklonaler Antikérper erlaubt das
Erkennen der einzelnen Zellpopulationen. Jede Zellpopulation weist andere
Antigenstrukturen auf ihren Zelloberflachen auf. Die verschiedenen Antigenstrukturen
werden in Cluster von Differenzierungsantigenen (Cluster of Differentiation) eingeteilt
und bestimmten Nummern zugeordnet. So werden die Antikdrper, die dasselbe
Antigen erkennen, unter der gleichen Clusternummer zusammengefasst. Dieses
System erméglicht eine international gultige Nomenklatur.

Es wurden jeweils eine Million Zellen aus der mit PBS verdinnten Zellsuspension auf 2
BD FACS-Réhrchen verteilt. Die Menge an Zellsuspension, die eine Million Zellen
enthalt, wurde durch die vorangegangenen Berechnungsschritte ermittelt.

In Tube 1 als T-/B-Lymphozyten Tube bezeichnet werden zu den 1 000 000 Zellen die
Antikérpermixe fir CD 3, CD 4, CD 8 und CD 20 hinzugegeben. Es werden jeweils
50ul Antikérpermix hinzugegeben. Tube 2 als Natdrliche Killerzellen Tube bezeichnet,
enthalt neben den Zellen 50ul Antikérpermix sowohl von Antikérpern gegen CD 3 und
CD 56. CD 3 wird eingesetzt um eine Unterscheidung zwischen naturlichen Killer-T-
Zellen und NK-Zellen zu erreichen. NKT-Zellen sind CD 3 und CD 56 positiv. NK-Zellen
sind nur CD 56 positiv.

Tabelle 3: Tubeinhalte

Tube 1 Tube 2
T-/B-Lymphozyten Natirliche Killerzellen
CD3PE-Cy7 CD3PE-Cy7
CD 4 APC CD 56 APC
CD 8 PE

CD 20 APC - H7
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Es folgt eine kurze Charakterisierung der einzelnen Antigenstrukturen, die durch die
benutzten Antikdrper detektiert wurden.

CD 3: Es wird von reifen T-Zellen und Thymozyten exprimiert und ist Teil des T-Zell-
Rezeptors. Es eignet sich in Kombination mit Anti-CD 4 und Anti-CD 8 als Marker von
T-Lymphozyten.

CD 4: Das Antigen CD 4 stellt ein T-Zell-Antigen dar und wird von T-Helferzellen, aber
auch von Monozyten exprimiert.

CD 8: Das T-Zell-Antigen CD 8 wird von zytotoxischen T-Lymphozyten und
Suppressorzellen exprimiert.

CD 20: Das CD 20-Antigen ist das als erstes durch monoklonale Antikérper
nachgewiesenes humanes Antigen. Es wird auf reifen B-Lymphozyten und deren
Vorstufen exprimiert. Es wird nicht mehr auf der Plasmazelle exprimiert.

CD 56: CD 56 wird auf naturlichen Killerzellen exprimiert.

Nach Zugabe der Antikérpermixe erfolgte eine 30minltige Inkubation bei 4°C. Da die
Antikérper nicht lichtstabil sind, erfolgt die Inkubation im Dunkeln und die
nachfolgenden Schritte lichtisoliert. Sobald die Inkubation abgeschlossen war, wurde
eine Zentrifugation (400g / 4°C / 2min) durchgefihrt. Der Uberstand wurde dekantiert
und das Zellpellet mit 100ul Waschpuffer resuspendiert. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation (400g / 4°C / 2min) und der Waschschritt wurde nochmals wiederholt.
Nach der letzten Zentrifugation erfolgt das Dekantieren und das Resuspendieren der

Probe mit 300ul Messpuffer.

3.2.6 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer ist ein Gerat, das spezielle Zellmerkmale wie GrofRde,
Granularitat und verschiedene Fluoreszenzen messen kann. Das Leitungssystem
nimmt die Zellsuspension auf und leitet dann einzeln die Zellen an einem Laserstrahl
vorbei. Die Zellen werden hydrodynamisch fokussiert. Dem schnellen Transportstrom
wird der langsam flielkende Probenstrom zugemischt. Dies sichert, dass auch jede
einzelne Zelle am Laser vorbeigeleitet wird. Das benutzte Gerat FACS LSR Il besitzt 4
luftgekihlte Laser. Licht kann damit bei 355nm, 409nm, 488nm und 633nm emittiert

werden. Damit besteht eine groRe Bandbreite flr anregbare Fluoreszenzen.
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Laserstrahl

Trigerfliissigkeit

BD Biosciences

Abbildung 2: Durchflusszytometrisches Messprinzip

Das Laserlicht wird durch die vorbeiflieRende Zelle gestreut. Man unterscheidet das
Vorwartsstreulicht von dem Seitwartsstreulicht. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward
light scatter) hangt von der GréRRe der Zelle ab. Es entspricht dem gebeugten Licht und
wird entlang der Achse des einfallenden Lichtes mittels einer Photodiode detektiert.
Kleine Zellen verursachen ein kleines Vorwartsstreulicht und groRe Zellen ein grofRes.
Das Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter) ist proportional zu der zellinternen
Komplexitat (Zellgranularitat). Es entsteht aus der Messung des gebrochenen und des

reflektierten Lichtes. Die Messung erfolgt im etwa 90° Winkel zum urspringlichen

Laserstrahl.
Seitwiarts-
streulicht
Licht- Vorwiarts-
quelle streulicht

BD Biosciences

Abbildung 3: Streulichtverhalten an einer Zelle
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Durch diese Streulichparameter kann man einzelne Populationen durch deren Gréfde
und Granularitdt identifizieren. Es lassen sich die drei Leukozytengruppen
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten voneinander abgrenzen. Das sogenannte
,Gating“ beschreibt das Eingrenzen und damit die Selektion einer spezifischen
Zellpopulation wie den Lymphozyten. Das ausgewahlte Gate wird als PBMC

bezeichnet, ein Akronym flr peripheral blood mononuclear cells.
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Abbildung 4: Lymphozyten-Gating Tube 1
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Abbildung 5: Lymphozyten-Gating Tube 2

Das Durchflusszytometer ist aber gleichzeitig auch in der Lage Fluoreszenzlicht zu
messen und damit eine Vielzahl von Eigenschaften der einzelnen Zellen zu
untersuchen. Hierbei werden die bereits erwahnten monoklonalen Antikérper
verwendet, die sich gegen ganz bestimmte Antigene auf den Zelloberflachen richten.
Durch Bindung von Fluoreszenzfarbstoffen an diese Antikdrper ist dann eine
Detektierung des Signals moglich. Wenn eine Zelle eine Fluoreszenzmarkierung
besitzt, dann kommt es zu einer Absorption von Lichtenergie in einem fir den

Fluoreszenzfarbstoff festgelegten Wellenbereich. Dabei werden Elektronen in ein
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héheres Energieniveau gehoben, fallen danach in ihr Ausgangsniveau zurick und
emittieren Licht hoéherer Wellenlange. Als Fluoreszenz benennt man diesen

Strahlenibergang.

3.2.7 Durchflusszytometrische Messung

Bevor die Messungen mit dem Durchflusszytometer durchgeflihrt werden konnten,
musste die Gerateempfindlichkeit optimiert und kalibriert werden. Hierfir wurden
Beads mit den Fluoreszenzfarbstoffen PE-Cy 7, APC, PE und APC-H7 markiert. Mit
diesen markierten Beads konnte dann die Justierung der optischen Bank zur
Optimierung der Parameter  Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und
Fluoreszenzintensitat erfolgen.

Es wurde weiterhin eine Kompensation mit Anti-CD3-PE-Cy7, Anti-CD4-APC, Anti-
CD8-PE und Anti-CD20-APC-H7 durchgefliihrt, um ein durch das breite
Emissionsspektrum der Fluorchrome bedingtes Einstrahlen in den Fluoreszenzbereich
anderer Fluorchrome zu vermeiden. Fir die Vorwarts-Seitwarts-Streulicht-Darstellung
wurde ein Schwellenwert festgelegt, welcher Messungen darunter ausschlie3t, um
Verunreinigungen oder tote Zellen nicht darzustellen. Diese Einstellungen wurden nach
dem Ansetzen neuer Antikbrpermixe wiederholt, heildt aller 2-3 Wochen durchgefihrt.
Es wurden bei den Patienten jeweils 2 Probenrdhrchen pra- und 2 R&hrchen
postoperativ. gemessen. Dabei enthielten die Probenréhrchen einmal B-/T-
Lymphozyten spezifische Antikérper und einmal NK-Zell spezifische Antikorper. Es
wurden pro Réhrchen zwischen 200 000 und 250 000 Zellen gemessen. Die
Durchflussrate variierte zwischen 2000 bis 7000 Zellen pro Sekunde. Es erfolgte die
Speicherung und Auswertung der Daten mittels der BD FACS DIVA ™ Software.

3.2.8 Durchflusszytometrische Auswertung

Durch die Messwerte des Vorwarts- und Seitwartsstreulichtes konnte die
Lymphozytenpopulation durch das Setzen eines Gates eingegrenzt werden. Deshalb
konnten in der weiteren Auswertung und Bestimmung der Antigenexpression nur die in
diesem Gate eingeschlossenen Lymphozyten bertcksichtigt werden. Die Software
.,DIVA* von Becton Dickinson wurde zu weiterfilhrenden quantitativen Analyse
herangezogen. Es ermdglicht das Erstellen von  Quadranten- und
Histogrammstatistiken. Die Differenzierung einzelner Zellpopulationen und die
Berechnung der prozentualen Verteilung der Subpopulationen wurden damit

ermoglicht.
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3.2.9 Flow Cytomix

Die eingefrorenen Plasmaproben wurden mit der Flow Cytomix Methode zur Messung
von Zytokinen und Chemokinen verwendet. Auf Grund von Verschmutzungen konnten
nur 49 der 52 eingefrorenen Plasmaproben zur weiteren Verarbeitung benutzt werden.
Fir die Messung wurde ein Human Obesity 9plex Kit flir Flow Cytomix von der Firma
eBioscience benutzt. Dieses Kit ermdglichte die Bestimmung von den folgenden
Zytokinen: sCD40L, sICAM-1, IL-6, Leptin, MCP-1, MPO, OPG, Resistin und sTNF-R.
Die Bestimmung der Zytokine erfolgt mit Hilfe von Antikérpern, die gegen die Zytokine
konjugiert sind und als Beads bezeichnet werden. Es wird weiterhin ein Biotin-
konjugierter Antikérper hinzugegeben, der die an die Beads gebundenen Zytokine
spezifisch bindet.

An diesen Biotin-konjugierten Antikérper kann wiederum Streptavidin-Phycoerythrin
binden, welcher als Fluoressenzfarbstoff zur Detektion dient. Die Durchfihrung erfolgte
mit zwei 96er Wellplatten, auf die jeweils 25ul Probe bzw. Standard, 25ul des Bead-
Mixes und 50ul des Konjugat-Biotin-Mixes aufgetragen und gemischt wurden.

Nach 2h Inkubationszeit bei Raumtemperatur und mehreren Waschvorgdngen mit
einem Assay-Buffer wurden 50ul Streptavidin-Phycoerythin auf die Wells gegeben.
Danach erfolgte eine einstlindige Inkubationszeit und weitere Waschschritte. Daraufhin
wurde das Volumen der einzelnen Wells in Facs-Réhrchen Uberfuhrt. Die Facs-
Réhrchen wurden bei 4°C 15h gelagert und am nachsten Morgen erfolgte die

durchflusszytometrische Messung.

3.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel und des
Statistikprogrammes SPSS 16.0. Die Daten wurden als Mittelwert und
Standardabweichungen angegeben.

Die Signifikanzniveaus wurden mittels independent samples t-Test berechnet und das
Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt. Im Rahmen des t-Testes wurde auch der
Levene-Test zur Prifung auf Varianzhomogenitat durchgefiinrt. Dieser Test prift die
Behauptung der Gleichheit der Grundgesamtheitsstreuungen. Die graphische

Darstellung erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism 6.0.

22



4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zur Bestimmung der Expression von Oberflachenantigenen
durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Auf Grund der exprimierten
Oberflachenantigene erfolgt eine Zuordnung zu den benannten Zellpopulationen. Im
Anschluss wurde das Flowcytomixverfahren mit den eingefrorenen Plasmaproben der
Patienten durchgefihrt. Nach Zusammenfassung der erhaltenen Messwerte und
Gruppierung der Patienten nach BMI, Geschlecht und pra- und postoperative
Messergebnissen erfolgte die weitergehende Auswertung.

Insgesamt erfolgte ein Einschluss von 52 Patienten, die eine Knie- oder
Hiftendoprothetik erhalten haben, davon 25 mannliche und 27 weibliche Patienten.

Die 25 mannlichen Patienten setzen sich aus 10 normalgewichtigen, 9 (ibergewichtigen
und 6 adipdésen zusammen. Bei den Frauen zeigt sich eine Verteilung auf 7
normalgewichtige, 9 Ubergewichtige und 11 adipdse Patientinnen. Tabelle 4 zeigt
auBerdem eine Verteilung der Gewichtsklassen in Hinblick auf die Lokalisation des
Eingriffes. Auf Grund der fehlenden Unterschiede zwischen den Implantationsorten
Knie- und Hiftgelenk werden im Folgenden die Ergebnisse zusammengenommen
betrachtet.

Durch Verunreinigungen der eingefrorenen Plasmaproben mussten 3 Patientinnen flr
die Untersuchung mittels Flowcytomix ausgeschlossen werden.

Es ergab fir diese Untersuchung damit eine Gesamtpopulation von 49. Die Frauen
verringerten sich auf eine Gesamtzahl von 24, mit einer Verteilung von 7

normalgewichtigen, 8 Ubergewichtigen und 9 adipdsen Patientinnen.

Tabelle 4: Verteilung der Probanden nach Lokalisation der Totalendoprothese und
Gewicht

Normalgewichtig Ubergewichtig Adipos
Knie-TEP 8 9 9 26
Huifte-TEP 9 9 8 26
17 18 17
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4.1 Alter, KérpergréRRe, Kérpergewicht und BMI

Die Patienten waren zum Untersuchungszeitpunkt zwischen 42 und 79 Jahre alt. Das
Durchschnittsalter liegt bei 66,92 Jahren mit einer Standardabweichung von 9,6
Jahren. Etwa 21 % der Patienten waren jlinger als 60 Jahre. Mit etwa 79% der
Patienten ist der groRte Teil der eingeschlossenen Probanden, die von einer Knie- oder
Hiftendoprothetik betroffen sind, tber 60 Jahre alt.

Die Patienten wurden in 3 Untergruppen differenziert. Zu der Gruppe normalgewichtig
konnten 17 Patienten zugeordnet werden, davon 7 weibliche und 10 mannliche. Die
mittlere Korpergrofe innerhalb dieser Gruppe betragt 1,7 m, das mittlere
Korpergewicht 69,7 kg, damit ergibt sich ein mittlerer BMI von 23,7 kg/m?.

Die Werte Korpergewicht und BMI der (bergewichtigen und adipdsen Gruppe
unterscheiden sich signifikant von der normalgewichtigen Kontrollgruppe, mit mittleren
BMI-Werten von 27,4 kg/m? innerhalb der (ibergewichtigen Gruppe, von 35,2 kg/m?
innerhalb der adipésen Gruppe und 23,7 kg/m?in der Kontrollgruppe.

Tabelle 5: Geschlecht, KérpergroRe, Koérpergewicht und BMI in Abhangigkeit von der
Gewichtsklasse; signifikante Unterschiede zwischen (bergewichtig/adipés und
normalgewichtig als * gekennzeichnet

Normalgewichtig Ubergewichtig Adipos
(n=17) (n=18) (n=17)
Weiblich/mannlich, n 710 9/9 6/11
Korpergrofle (m) 1,7+£0.1 1,7+£0,1 1,7+£0,1
Korpergewicht (kg) 69,7+7,8 80,4+95* 98,1+9,2*
BMI (kg/m?) 23,7+0,9 274 +18* 35,2+3,2*

4.2 CRP- und Leukozytenkonzentration

Der Normwertbereich fiir CRP liegt bei < 5 mg/l und fir Leukozyten zwischen 3,8 gpt/l
und 10,5 gpt/l. Praoperativ zeigen sich bei den normal- und Ubergewichtigen Gruppen
mittlere CRP-Konzentrationen im Normwertbereich. Die mittlere CRP-Konzentration
innerhalb der adipdésen Patientengruppe ist leicht Gber den Normwert erhdht. Es gibt
aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen.

Die postoperativen mittleren CRP-Konzentrationen sind in jeder Gruppe signifikant
héher als praoperativ. Auch postoperativ sind die mittleren CRP-Konzentrationen der
adiposen Gruppe hoher im Vergleich der beiden anderen Gewichtsgruppen, allerdings

zeigt sich kein signifikanter Unterschied.
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Die mittleren Leukozytenkonzentrationen liegen sowohl pra- als auch postoperativ in
allen Gewichtsgruppen immer im Normbereich. Es gibt diesbeziglich keine

signifikanten Unterschiede.

Tabelle 6: CRP- und Leukozytenkonzentration in Abhangigkeit von der
Gewichtsklasse; signifikante Unterschiede innerhalb der einzelnen Gewichtsklassen
zwischen pra- und postoperativer Messung mit * gekennzeichnet

Normalgewichtig Ubergewichtig Adipds
(n=17) (n=18) (n=17)
CRP (mg/l) praoperativ 4,7+£9,5 3,8+6,5 7,7+6,6
postoperativ 130,8£51,8* 136,2+ 549" 148,9 + 60,9*
Leukozyten praoperativ 6,9£2,1 7113 6,9+ 1,9
(gpt/l)
postoperativ 76+23 77+21 7126

4.3 T- und B-Lymphozyten

Innerhalb der gesamten Studienpopulation zeigt sich ein mittlerer Anteil der B-
Lymphozyten an PBMC von 6,1% + 3,1% praoperativ und 6,4% + 3,8% postoperativ.
Es finden sich keine signifikanten Unterschiede bei Betrachtung des Geschlechts, des
BMI und des Untersuchungszeitpunktes.

Bei Betrachtung der T-Lymphozyten kann ein Anteil von 34,0% + 12,7% praoperativ
und 37,1% + 16,5% postoperativ bestimmt werden. Es zeigt sich keine Signifikanz
beziiglich des Untersuchungszeitpunktes wie in Abbildung 6 erkennbar ist. Ein
diskreter Anstieg des prozentualen Anteils der T-Lymphozyten postoperativ ist bei

Betrachtung der Abbildung ersichtlich.
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil von T-Lymphozyten in der Population der PBMCs pra-
und postoperativ; Mittelwert +/- SD; n=52 (Manner und Frauen)

S 60

= *

o o

2

:8 ¢y 40 T

s QE) —o—

c

o (a1]

=~ o —— 1

N X

S T 201 L

o

=

>

-

= 0 : :
Qe‘ oe?

Abbildung 7: Prozentualer Anteil von T-Lymphozyten in der Population der PBMCs
praoperativ in Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-27; signifikanter
Unterschied zwischen Frauen und Mannern mit * gekennzeichnet

Praoperativ kann ein signifikanter Unterschied des Anteils an T-Lymphozyten zwischen
Mannern und Frauen festgestellt werden. Bei einem Signifikanzwert von 0,003 zeigen
die Frauen einen deutlichen hdéheren Anteil an T-Lymphozyten mit 38,9% + 11,7% im

Gegensatz zu den Mannern mit 28,6% + 11,9% wie in Abbildung 7 dargestellt. Es
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findet sich allerdings kein Unterschied bei Betrachtung der Gewichtsgruppe auch im

Geschlechtervergleich wie in Abbildung 8 praoperativ dargestellt.
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Abbildung 8: Prozentualer Anteil von T-Lymphozyten in der Population der PBMCs
praoperativ differenziert nach Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-
9-6-7-9-11

Die weiteren Untersuchungen zeigen die Subpopulationen von T-Lymphozyten.
T-Helferzellen haben sich innerhalb der Gesamtpopulation von pra- zu postoperativ
nicht signifikant von 42,0% + 25,3% zu 50,1% + 24,7% an der Gesamtmenge der
PBMC erhoht. Es wurden bei weiteren Untersuchungen keine Unterschiede bezliglich
Geschlecht und BMI festgestellt.

Zytotoxische T-Zellen zeigen kaum eine Veranderung bei der zeitlichen Betrachtung

pra- und postoperativ wie Abbildung 9 zeigt.
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Abbildung 9: Prozentualer Anteil von zytotoxischen T-Lymphozyten in der Population
der PBMCs pra- und postoperativ; Mittelwert +/- SD; n=52
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil von zytotoxischen T-Lymphozyten in der Population
der PBMCs praoperativ in Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-27

Auch der Vergleich zwischen Mannern und Frauen weist unabhangig vom Zeitpunkt
kaum einen Unterschied auf wie Abbildung 10 hier préaoperativ darstellt.
Bei Betrachtung des Gewichtsverhaltnisses zeigt sich eine deutliche Abnahme der

zytotoxischen T-Zellen anhand des Mittelwertes von normalgewichtig zu adipés sowohl
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bei Frauen als auch bei Mannern. Beim mannlichen Geschlecht ist dies signifikant
sowohl beim Vergleich von normalgewichtig (18,0% + 8,5%) zu adip6s (7,2% + 3,4%)
mit p=0,003 als auch von Ubergewichtig (13,9% + 6,2%) zu adip6s mit p=0,034. Bei der

postoperativen Untersuchung spiegeln sich diese signifikanten Unterschiede nicht
wieder.
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil von zytotoxischen T-Lymphozyten in der Population
der PBMCs praoperativ differenziert nach Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert
+/- SD; n=10-9-6-7-9-11; signifikante Unterschiede zwischen
normalgewichtig/ibergewichtig zu adipds bei Mannern mit * gekennzeichnet

4.4 NK-Zellen

NK-Zellen verringern sich wie in Abbildung 12 dargestellt signifikant von pra- zu
postoperativ. Praoperativ liegt der Anteil von NK-Zellen an PBMC bei 23,0% + 8,5%,
postoperativ nur bei 13,9% + 6,9%. Der Referenzbereich flir NK-Zellen liegt bei
Gesunden zwischen 2-35% (Gressner and Arndt, 2013). Die vorliegenden Patienten
befinden sich im oberen Referenzbereich, dabei ist davon auszugehen, dass es sich
aus medizinischer Sicht um erkrankte Patienten handelt.

Weiterhin zeigt sich, dass die mannlichen Patienten praoperativ einen signifikant
hoheren Anteil an NK-Zellen haben mit 26,0% + 7,9% als Frauen mit 20,2% =+ 8,4%

(p=0,012). Postoperativ gleichen sich beide Geschlechter allerdings wieder aneinander
an.
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil von NK-Zellen in der Population der PBMCs pra- und
postoperativ; Mittelwert +/- SD; n=52, signifikanter Unterschied zwischen pra- und
postoperativ mit * gekennzeichnet
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil von NK-Zellen in der Population der PBMCs
praoperativ in Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-27; signifikanter
Unterschied zwischen Mannern und Frauen mit * gekennzeichnet

Bezuglich des Einflusses des Gewichtes zeigen sich weder pra- noch postoperativ
signifikante Unterschiede. Tendenziell erschienen die adipésen Patienten egal ob

mannlich oder weiblich generell niedrigere prozentuale Anteile der NK-Zellen
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aufzuweisen als normal- bzw. Ubergewichtige Patienten. Diese Tendenz stellt sich nur

praoperativ dar.
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Abbildung 14: Prozentualer Anteil von NK-Zellen in der Population der PBMCs
praoperativ differenziert nach Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-
9-6-7-9-11

Differenziert man NK-Zellen in ihre Subpopulationen, so muss man NK-Zellen mit einer
hohen Expression des Oberflachenmolekiils CD56 (CD56 bright) von NK-Zellen mit
einer deutlich geringeren CD56 Expression (CD56 dim) unterscheiden. Der Grolteil
der NK-Zellen findet sich auch in dieser Untersuchung bei der Population der CD56
dim Zellen. Uber 90% der NK-Zellen sind CD56 dim. Dies verandert sich auch nicht bei
der Betrachtung pra- und postoperativ wie Abbildung 15 darstellt.
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil von CD56 dim Zellen in der Population der PBMCs
pra- und postoperativ; Mittelwert +/- SD; n=52

Manner haben praoperativ einen signifikant hoheren Anteil an CD56 dim Zellen mit
96,0% + 2,3% als Frauen mit 94,4% + 2,2% (p=0,012). Dies nahert sich postoperativ

an.
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Abbildung 16: Prozentualer Anteil von CD56 dim Zellen in der Population der PBMCs
praoperativ in Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-27; signifikanter
Unterschied zwischen Mannern und Frauen mit * gekennzeichnet
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil von CD56 dim Zellen in der Population der PBMCs
praoperativ differenziert nach Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-

9-6-7-9-11

Auch CD56 bright NK-Zellen zeigen trotz ihres im Vergleich zu den CD56 dim Zellen
viel geringeren Anteils an NK-Zellen weder pra- noch postoperativ einen deutlichen

Unterschied. Es finden sich im Mittel praoperativ 4,8% + 2,4% und postoperativ 5,5% +

3,1%.
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil von CD56 bright Zellen in der Population der PBMCs
pra- und postoperativ; Mittelwert +/- SD; n=52
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Wie nach Betrachtung der CD56 dim zu erwarten, unterscheiden sich CD56 bright NK-
Zellen bei den Frauen praoperativ signifikant von den Mannern mit mittleren Werten

von 5,6% * 2,2% (p=0,012), welche sich postoperativ wiederum annahern.
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil von CD56 bright Zellen in der Population der PBMCs
praoperativ in Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-27; signifikanter
Unterschied zwischen Frauen und Mannern mit * gekennzeichnet

Die Betrachtung der Gewichtsklassen zeigt keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 20: Prozentualer Anteil von CD56 bright Zellen in der Population der PBMCs
praoperativ differenziert nach Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=52
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4.5 Zytokine

Es wurden folgende Zytokine untersucht: sCD40L, sICAM-1, IL-6, Leptin, MCP-1,
MPO, OPG, Resistin und sTNF-R.

Bei Betrachtung von MCP-1, MPO, OPG, sCD40L und Resistin konnten weder im
Geschlechtervergleich, Gewichts- oder Zeitvergleich tendenzielle oder signifikante
Veranderungen festgestellt werden, so dass sich die weiteren Ausflihrungen auf die
Zytokine IL-6, Leptin, sSICAM-1 und sTNF-R beschranken.

4.5.1 Interleukin-6
Das Interleukin-6 zeigt bei zeitlicher Betrachtung eine signifikante Zunahme
postoperativ mit einem Mittelwert von 12,0 pg/ml + 13,4 pg/ml im Vergleich zu

praoperativ 2,9 pg/ml = 1,3 pg/ml (p=0,000).
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Abbildung 21: Serumkonzentration von IL-6 in pg/ml pra- und postoperativ; Mittelwert
+/- SD; n=49; signifikanter Unterschied zwischen post- und praoperativ mit *
gekennzeichnet

Sowohl pra- als auch postoperativ konnte kein Geschlechterunterschied festgestellt

werden.
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Abbildung 22: Serumkonzentration von IL-6 in pg/ml praoperativ in Abhangigkeit vom
Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-24

Es findet sich bei der praoperativen Betrachtung der Gewichtsgruppen nur bei den
Mannern ein signifikanter Unterschied am Plasmaspiegel von IL-6. Die adipdsen
Manner haben mit 4,0 pg/ml + 1,4 pg/ml einen signifikant héheren IL-6- Spiegel als die

Ubergewichtigen Manner mit 2,3 pg/ml + 0,9 pg/ml (p=0,012) bei der praoperativen
Messung.
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Abbildung 23: Serumkonzentration von IL-6 in pg/ml praoperativ differenziert nach
Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-9-6-7-8-9; signifikanter
Unterschied zwischen Ubergewichtigen und adipésen Mannern mit * gekennzeichnet
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4.5.2 Leptin
Leptin als Proteohormon zeigt bei der allgemeinen pra- und postoperativen
Betrachtung keine Unterschiede auf mit Mittelwerten von 25,2 ng/ml + 20,0 ng/ml

praoperativ und 21,7 ng/ml + 18,4 ng/ml.
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Abbildung 24: Serumkonzentration von Leptin in ng/ml pra- und postoperativ; Mittelwert
+/- SD; n=49

In Abbildung 25 ist der Unterschied des Leptinspiegel im Geschlechtervergleich
dargestellt. Auch in dieser Studie konnte ein bereits bekannter Fakt bestatigt werden.
Frauen haben einen signifikant héheren Leptinspiegel als Manner. Sowohl pra- als
auch postoperativ unterscheiden sich die weiblichen Leptinspiegel mit 36,8 ng/ml +
21,5 ng/ml praoperativ und 30,5 ng/ml + 19,1 ng/ml postoperativ signifikant von den
mannlichen Spiegeln mit 14,0 ng/ml + 9,3 ng/ml préoperativ und 13,1 ng/ml + 13,1

ng/ml (p=0,000 praoperativ, p= 0,001 postoperativ).
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Abbildung 25: Serumkonzentration von Leptin in ng/ml pra- und postoperativ in
Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-24; signifikante Unterschiede
zwischen Mannern und Frauen pra- und postoperativ mit * gekennzeichnet

Im abschliellenden Vergleich beziiglich der einzelnen Gewichtsklassen zeigt sich
sowohl bei Mannern als auch bei Frauen eine Zunahme des Leptinspiegels mit dem
Korpergewicht. Dies ist praoperativ allerdings nur als signifikant zu bezeichnen

zwischen normalgewichtigen und adipésen Mannern (p=0,009).
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Abbildung 26: Serumkonzentration von Leptin in ng/ml praoperativ differenziert nach
Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-9-6-7-8-9; signifikanter
Unterschied zwischen normalgewichtigen und adipdsen Mannern mit * gekennzeichnet

Postoperativ zeigt sich sowohl bei Mannern als auch bei Frauen ein signifikanter

Unterschied zwischen adipdsen und normalgewichtigen Probanden. Bei den Mannern
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unterscheiden sich die Werte der adipésen Gruppe mit 27,3 ng/ml + 18,2 ng/ml zu der
normalgewichtigen Gruppe mit 6,3 ng/ml = 5,0 ng/ml bei einem p-Wert von 0,003. Bei
den Frauen unterscheiden sich die beiden Gruppen mit einem p-Wert von 0,021.
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Abbildung 27: Serumkonzentration von Leptin in ng/ml postoperativ differenziert nach
Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-9-6-7-8-9; signifikante
Unterschiede zwischen normalgewichtigen und adipésen Mannern/Frauen mit *
gekennzeichnet

4.5.3 sICAM-1
Das l8sliche Adhasionsmolekil sICAM-1 zeigt im Verlauf von pra- zu postoperativ

keine Veranderungen im Mittelwert.
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Abbildung 28: Serumkonzentration von sICAM in ng/ml pra- und postoperativ;
Mittelwert +/- SD; n=49

39



Bei Betrachtung der Geschlechter zeigt sich sowohl pra- als auch postoperativ, dass
sich bei Mannern ein signifikant héherer Wert an sICAM-1 im Plasma findet als bei
Frauen. Praoperativ haben Manner einen mittleren Plasmawert von 720,1 ng/ml +
287,0 ng/ml. Im Gegensatz dazu zeigen Frauen einen Wert von 566,0 ng/ml + 161,5
ng/ml (p=0,025). Postoperativ unterscheiden sich Manner mit einem Wert von 717,4
ng/ml + 252,0 ng/ml signifikant von Frauen mit einem Mittelwert von 570,3 ng/ml +

222,9 ng/ml (p=0,036).
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Abbildung 29: Serumkonzentration von sICAM in ng/ml pra- und postoperativ in
Abhangigkeit vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-24; signifikante Unterschiede
zwischen Mannern und Frauen pra-/postoperativ mit * gekennzeichnet

Beziiglich der Gewichtsklassen kann man préoperativ keine typischen Anderungen bei

héherem Gewicht im Vergleich zu niedrigeren sehen.
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Abbildung 30: Serumkonzentration von sICAM in ng/ml praoperativ differenziert nach
Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-9-6-7-8-9; signifikante
Unterschiede zwischen normalgewichtigen Mannern und normalgewichtigen Frauen
mit * gekennzeichnet

Postoperativ |8sst sich aber zeigen, dass sich bei adipdsen Patienten weniger sICAM
im Plasma findet als bei normal- oder Ubergewichtigen Patienten. Dieser Unterschied

ist allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 31: Serumkonzentration von sICAM in ng/ml postoperativ differenziert nach
Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-9-6-7-8-9
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4.54 sTNF-R

Die Plasmaspiegel des l6slichen Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptors steigen signifikant
im Verlauf von pra- zu postoperativ von 2,1 ng/ml £ 1,1 ng/ml auf 3,6 ng/ml + 1,5 ng/ml
(p=0,000).
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Abbildung 32: Serumkonzentration von sTNF-R in ng/ml pra- und postoperativ;
Mittelwert +/- SD; n=49; signifikante Unterschiede zwischen pra- und postoperativ mit *
gekennzeichnet

Sowohl pra- als auch postoperativ zeigt sich zwischen den Geschlechtern keine
Veranderung wie Abbildung 33 exemplarisch flir den postoperativen

Geschlechtervergleich darstellt.
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Abbildung 33: Serumkonzentration von sTNF-R in ng/ml postoperativ in Abhangigkeit
vom Geschlecht; Mittelwert +/- SD; n=25-24
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Postoperativ ist bei Mannern im Vergleich der Gewichtsklassen ein signifikanter
Unterschied zwischen adipdsen (5,2 ng/ml £ 1,3 ng/ml) und normalgewichtigen (3,4
ng/ml £ 0,1ng/ml) (p=0,007), sowie zwischen adipdsen und Ubergewichtigen (2,9 ng/ml

+ 1,1 ng/ml) (p=0,003) Mannern zu erkennen. Bei Frauen lasst sich dies nicht

darstellen.
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Abbildung 34: Serumkonzentration von sTNF-R in ng/ml postoperativ differenziert nach
Geschlecht und Gewichtsklasse; Mittelwert +/- SD; n=10-9-6-7-8-9; signifikante
Unterschiede zwischen normal-/Ubergewichtigen und adipésen Mannern mit *
gekennzeichnet

4.6 Korrelationen

Zur Darstellung der Abhangigkeiten einzelner Variablen erfolgte die Darstellung mittels
linearer Regressionsgeraden. Zur Ermittlung des linearen Zusammenhangs zweier
untersuchter GroéRRen wurde mittels SPSS der Pearson Korrelationskoeffizient
berechnet.

Die Abhangigkeit des CRP-Messwertes zum BMI praoperativ weist bei Betrachtung der
Abbildung 35 eine positive Korrelation auf, die bei Berechnung des
Korrelationskoeffizienten nur einen sehr schwachen Zusammenhang zwischen den
beiden Variablen wiedergibt (r=0,18). Postoperativ wird dieser sehr schwache
Zusammenhang nicht mehr sichtbar, sondern es zeigt sich eine statistische

Unabhangigkeit zwischen CRP und BMI.
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Abbildung 35: Lineare Regressionsgerade CRP praoperativ in mg/l in Abhangigkeit
vom BMI; Y = 0,2633*X - 2,239; r=0,18; n=52
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Abbildung 36: Lineare Regressionsgerade CRP postoperativ in mg/l in Abhangigkeit
vom BMI; Y = 0,8881*X + 112,9; r=0,08; n=52
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Abbildung 37: Lineare Regressionsgerade prozentualer Anteil von NK-Zellen in der
Population der PBMCs praoperativ in Abhangigkeit vom BMI; Y = -0,3387*X + 32,73;
r=-0,2; n=52

Ein mittelstarker negativer Zusammenhang ergibt sich zwischen den beiden Variablen
NK-Zellen praoperativ und BMI (r= -0,2). Postoperativ kann auch weiterhin ein
negativer allerdings schwacher Zusammenhang zwischen diesen beiden erfasst

werden (r =-0,11).

40
o o
= 30
&
2 2
=
E 8 o
ug)- 20 coo o
3 . o o
a o
= o © o @ g o
@
N ° ®6
¥ © o
= 107 So W 0O o
o o 2 o
o
50 o
o
: o
20 30 40 50
BMI [kg/m2]

Abbildung 38: Lineare Regressionsgerade prozentualer Anteil von NK-Zellen in der
Population der PBMCs postoperativ in Abhangigkeit vom BMI; Y = -0,148*X + 18,11;
r=-0,11; n=52
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NK-Zellen und sICAM-1 lassen bereits bei Betrachtung der Regressionsgeraden
praoperativ auf einen positiven Zusammenhang schlieBen. Dies bestatigt sich mittels
Berechnung des Korrelationskoeffizienten signifikant (p = 0,01) als mittelstarke
Beziehung beider (r = 0,36). Postoperativ sind beide Variablen unabhangig

voneinander.
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Abbildung 39: Lineare Regressionsgerade prozentualer Anteil von NK-Zellen in der
Population der PBMCs praoperativ in Abhangigkeit von sICAM-1 in ng/ml praoperativ;
Y =0,01211*X + 15,97; r=0,36; n=49
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Abbildung 40: Lineare Regressionsgerade prozentualer Anteil von NK-Zellen in der
Population der PBMCs postoperativ in Abhangigkeit von sICAM-1 in ng/ml
postoperativ; Y = 0,0001297*X + 13,62; r=0,005; n=49

Auch zwischen Leptin und IL-6 erscheint sowohl graphisch als auch in der Berechnung
des Korrelationskoeffizienten ein schwacher aber positiver Zusammenhang praoperativ
(r = 0,22). Postoperativ zeigen sich beide Variablen wiederum unabhangig.
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Abbildung 41: Lineare Regressionsgerade Leptin in ng/ml praoperativ in Abhangigkeit
von IL-6 in pg/ml praoperativ; Y = 3,43*X + 15,07; r=0,22; n=49
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Abbildung 42: Lineare Regressionsgerade Leptin in ng/ml praoperativ in Abhangigkeit
von IL-6 in pg/ml praoperativ; Y = -0,02498*X + 21,95; r=-0,018; n=49
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5 Diskussion

Adipositas ist eine durch starkes Ubergewicht gekennzeichnete Erkrankung, die
verschiedenste Folgen nach sich ziehen kann. Eine Vielzahl von Erkrankungen wie
zum Beispiel Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Apoplex treten bei adipésen
Patienten wesentlich haufiger als bei Normalgewichtigen auf (Lehnert and Reincke,
2015; Offermanns, 2012; Trayhurn, 2005).

Der Einfluss von Adipositas auf das Immunsystem wird in verschiedenen
wissenschaftlichen Zusammenhangen untersucht. Auf Grund der exkretorischen
Funktion des Fettgewebes ist davon auszugehen, dass es im Rahmen einer Adipositas
durch eine Zunahme des Fettgewebes und der damit verbundenen Zunahme an
Fettgewebsmediatoren (wie z.B. pro-inflammatorischen Zytokinen) zu einer
chronischen, sub-klinischen Entziindung im Kérper kommt (Trayhurn, 2005).

Die Zielsetzung dieser Arbeit galt der Erforschung der Veranderung einiger Parameter
des Immunsystems im Rahmen einer Knie- oder Huftendoprothese in Abhangigkeit
vom Korpergewicht. Diese Ergebnisse kénnen auf ein erhohtes postoperatives
Infektionsrisiko und daraus mdglicherweise resultierende Revisionen hinweisen.

Zur Untersuchung der immunologischen Parameter erfolgte zum einen die Typisierung
von Lymphozyten. Hierfir wurde der Nachweis von Differenzierungsantigenen auf den
Zelloberflachen herangezogen und mittels Durchflusszytometrie ausgewertet. Des
Weiteren wurden im Plasma der Patienten Zytokine, die verstarkt bei adipésen
Patienten exprimiert werden, ebenso mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Es wurden fur diese Studie 52 Patienten untersucht, die erstmals eine HUft- bzw.
Knieendoprothese erhalten haben. Bei der Auswahl der Patienten wurde auf die
regelrechten Verteilungsverhaltnisse bzgl. Geschlecht, Gewicht und Lokalisation des
kinstlichen Gelenkersatzes geachtet.

Es konnte bezlglich der Lokalisation des Eingriffes kein Unterschied bei der
Betrachtung immunologischer Prozesse festgestellt werden. Betrachtet man die
Haufigkeit von postoperativen Infektionen, so zeigen sich auch hier in der Haufigkeit
des Auftretens keine Unterschiede zwischen Knie- und Huftgelenk (Gorenoi et al.,
2010; Winkler et al., 2014). Es finden sich des Weiteren keine Abhangigkeiten der
Lokalisation des Gelenkersatzes zu Geschlecht oder Gewicht der Patienten.

In dieser Untersuchung zeigt sich, dass die CRP-Konzentrationen von adipdsen
Patienten sowohl pra- als auch postoperativ im Vergleich zu den normal- und
Ubergewichtigen Patienten ohne signifikanten Unterschied erhéht waren.

Unek et al. verdffentlichten bereits 2010 eine Studie, die CRP-Konzentrationen in
Abhangigkeit vom Koérpergewicht untersuchte. Dabei stellte sich dar, dass adipdse

Patienten (BMI 230 kg/m?) eine signifikante Erhéhung des CRP-Spiegels im Vergleich
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zu Normalgewichtigen (BMI < 25 kg/m?) aufweisen. Es wurden insgesamt 148 nicht-
diabetische Patienten untersucht und ebenso wie in dieser Studie nach dem Body-
Mass-Index in 3 Subklassen unterteilt. Eine positive Korrelation zwischen BMI und
CRP bestatigt sich ebenso (Unek et al., 2010).

Guldiken et al. haben 2007 die Korrelation zwischen CRP und BMI in einer Gruppe von
80 Patienten untersucht. Hierbei wurde ebenso eine Unterscheidung nach BMI in 3
Subklassen durchgeflihrt. Es ergab sich eine starke positive Korrelation zwischen BMI
und CRP(Guldiken et al., 2007). Ahnliche Ergebnisse publizierten auch Festa et al. im
Jahr 2001 (Festa et al., 2001).

Obwohl sich in der hier durchgeflihrten Untersuchung kein signifikanter Unterschied
zwischen den BMI-Klassen beziiglich der CRP-Messergebnisse ergab, kann die
positive Korrelation zwischen beiden Werten zumindest eine schwache Beziehung
darstellen. Die kleine Studienpopulation begriindet am ehesten diese vorhandene
Tendenz. Dies ist damit wie auch in vielen anderen Studien ein Indiz und eine
Bestatigung der Annahme, dass das Fettgewebe als endokrines Organ entzindliche
Prozesse im Korper erzeugt, die sich wiederum in der Erh6éhung von
Entzindungsmarkern wie CRP wiederspiegeln.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen wurde bei Betrachtung
der T-Lymphozyten deutlich. Frauen zeigten einen signifikant héheren Anteil an T-
Lymphozyten bei der praoperativen Messung. Dies ist die erste Studie, die diesen
Geschlechtsunterschied nachweisen konnte.

Die zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+) waren bei den adipésen Patienten deutlich
verringert im Vergleich zu den normalgewichtigen Patienten in der praoperativen
Betrachtung. O'Rourke et al. haben 2005 eine Untersuchung bezlglich peripherer
Lymphozytensubpopulationen bei adipésen Menschen im Blut durchgefihrt und
konnten ahnliche Erkenntnisse gewinnen. Bei einer kleinen Studienpopulation von 10
adipésen und 10 normalgewichtigen Patienten wurde ebenfalls ein signifikant
geringerer Anteil an CD3+CD8+ Zellen bei der adipdésen Untersuchungsgruppe
festgestellt. Weiterhin konnte man einen signifikanten Anstieg der CD3+CD4+ T-
Lymphozyten bei Adipésen nachweisen (O’'Rourke et al., 2005). Dies zeigte sich bei
der vorliegenden Untersuchung nicht. Zytotoxische T-Zellen sind nach Aktivierung
durch Freisetzung einer lytischen Granula in der Lage in Zielzellen (Erreger usw.) die
Apoptose zu induzieren. Bei niedrigeren Konzentrationen kommt es zur Verringerung
dieser Funktion und damit in Folge zum Verlust einer unspezifischen Abwehrreaktion,
so dass sich Erreger vorerst vermehrt ausbreiten kdnnen. Ebenso ist bekannt, dass
CD8+ T-Lymphozyten eine wichtige Funktion in der Tumortberwachung tbernehmen.

Die Konsequenz von niedrigen Serumkonzentrationen wirde auch auf ein erhdhtes

50



Tumorrisiko, welches bei adipdsen Patienten bekannt ist, hinweisen (Lehnert and
Reincke, 2015; Ungefroren et al., 2015).

Auf der anderen Seite finden sich Studien, die eine Erhéhung der zytotoxischen T-
Lymphozyten bei adipdsen Patienten beschreiben wie beispielsweise Womack et al.
aus dem Jahr 2007. Hier wurden 322 Frauen untersucht, die auf Grund des BMI in 4
Gruppen unterteilt wurden. Es zeigte sich auch hier eine signifikante Erhéhung der
CD3+CD4+ Zellen bei den Ubergewichtigen, adipésen und hochadipésen (BMI > 35
kg/m?) Frauen. Zusatzlich fand man eine Erhéhung der CD3+CD8+ Zellen bei den
hochadipésen Patientinnen (Womack et al., 2007). In dieser untersuchten Population
lag der Altersdurchschnitt bei 38 + 8 Jahren, so dass es sich um circa 20 Jahre jlingere
Patientinnen als in der hier vorgelegten Untersuchung handelt. Der ethnische
Hintergrund der Probandinnen war zu Uber der Halfte afro-amerikanisch. Nur circa 11%
der untersuchten Frauen waren weil3 und entsprachen damit der ethnischen
Gruppierung unserer Studie. Es ware demnach mdglich, dass sich innerhalb
unterschiedlicher ethnischer Gruppen auch Unterschiede beziiglich des Immunsystems
und dessen Verhalten bei Adipositas ergeben. Bereits Rizzardini et al. haben
Unterschiede in den Serumspiegeln von Zytokinen bei HIV Patienten afrikanischer zu
europaischer Herkunft festgestellt (Rizzardini et al., 1996). Auch Kdhler et al. konnten
bei der Untersuchung Neugeborener aus Gabun und Osterreich Unterschiede im
Immunstatus bezogen auf T- und B-Lymphozyten feststellen (Kdhler et al., 2008).

Die Analyse der Natirlichen Killerzellen (CD3-CD56+) erbrachte eine signifikante
Abnahme von pra- zu postoperativ. Bereits 1998 haben Brand et al. bei der
Untersuchung von Patienten nach Operationen am Bewegungsapparat einen Abfall der
NK-Zellen von pra- Uber intra- zu postoperativ festgestellt. Sie begrindeten dies mit
einem Einfluss der Anasthetika auf das Immunsystem (Brand et al., 1998). Des
Weiteren wurde mehrfach beschrieben, dass gerade NK-Zellen durch den operativen
Stress vermehrt in das umliegende Gewebe aus dem Blutkreislauf einwandern, um
ihrer Aufgabe der unspezifischen Immunabwehr nachzukommen, so dass auch dies
die Begriindung fiir die Verminderung der NK-Zellen im Blut postoperativ sein kann.
Mannliche Patienten zeigten in der vorliegenden Arbeit einen signifikant héheren Anteil
an NK-Zellen als weibliche. Dies konnte erstmalig nachgewiesen werden. Allerdings
exisitieren Studien, die den Einfluss des Geschlechts auf die Anzahl und Aktivierung
von Monozyten und T-Zellen eingehen. So konnten Tollerud et al. zeigen, dass Frauen
einen hoéheren Anteil an CD4+ T-Lymphozyten (T-Helferzellen) haben (Tollerud et al.,
1989). Im Gegenzug konnten Iwatani et al. darlegen, dass zytotoxische T-Zellen bei
Frauen in niedrigeren Konzentrationen auftreten als bei Mannern (lwatani et al., 1982).

Auf der anderen Seite haben Smith et al. und auch Rinder et al. keine
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geschlechtsabhangigen Unterschiede finden kénnen (Rinder et al., 1997; Smith et al.,
1974).

Es wurde weiterhin in dieser Untersuchung festgestellt, dass tendenziell ein héheres
Korpergewicht mit niedrigeren NK-Spiegeln assoziiert ist. 2010 wurde von Gelsinger et
al. beschrieben, dass Leptin einen regulatorischen Effekt auf die Bildung von NK-Zellen
hat. Tian et al. haben 2002 Uber eine Untersuchung von Leptin-Rezeptor-defizienten
Mausen festgestellt, dass deren NK-Zellzahl zuriickging (Tian et al., 2002). Dies
bedeutet, dass das Leptin Uber Bindung an den Leptinrezeptor, der von NK-Zellen
exprimiert wird, die Proliferation von NK-Zellen stimuliert.

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der
NK-Zellzahl und der Leptinkonzentration im Blut festgestellt werden. Dennoch zeigte
sich bei beiden eine Konzentrationsab- bzw. zunahme bei zusatzlicher Betrachtung
des Korpergewichtes der Patienten.

Bei steigendem Koérpergewicht kommt es zur Zunahme der Leptinkonzentration, die ab
einem bestimmten Punkt mit einem Funktionsverlust des Leptins und letztendlich einer
Leptinresistenz einhergeht. Auch weiterhin wird eine Leptinrezeptordefekt beim
Menschen diskutiert (Spitzweg et al., 1998). Wirde man davon ausgehen, dass der
Leptinrezeptor auf NK-Zellen nicht funktionsfahig ist und es zu keiner Bindung kommt,
so wurde weiterhin die Proliferation von NK-Zellen nicht erfolgen. Damit ware die
Ursache des geringeren NK-Zellspiegels auf Grund der fehlenden Wirkung von Leptin
bedingt. Wrann et al. haben 2012 nachgewiesen, dass eine Uber langere Zeit
stattfindende Stimulation mit Leptin zu einer Erniedrigung der NK-Zellzahl fihrt (Wrann
et al., 2012) und auch hier wird die periphere Leptinresistenz als Ursache daflr
gesehen. Eine niedrigere NK-Zellzahl konnte bereits mit einem vermehrten Auftreten
von Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und chronisch-rezidivierenden
Virusinfektionen in Verbindung gebracht werden (Huebner et al., 2013; Trinchieri,
1995; Wrann et al., 2012).

Innerhalb der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Erhéhung des IL-6-Spiegels
postoperativ beobachtet werden. Interleukin 6 als ein pro-inflammatorisches Zytokin,
das bei akuten und chronischen Entziindungen im Blut nachgewiesen werden kann,
zeigt nach einem operativen Eingriff einen physiologischen Konzentrationsanstieg
(Heinrich et al., 2007). Minetto et al. konnten im Jahre 2006 einen verstarkten Anstieg
von IL-6 nach einem Hiftgelenksaustausch feststellen. Der Anstieg war umso groRer je
alter die Patienten waren (Minetto et al., 2006). Auch Sha et al. hatten 2008 II-6 als
einen entzlndlichen Marker nach Hift- oder Kniearthoplastie identifiziert, der einen
schnelleren Anstieg als CRP zeigte (Shah et al., 2009).
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Eine signifikante Erhéhung der IL-6-Konzentration beim mannlichen Geschlecht in
Abhangigkeit vom Koérpergewicht konnte in der vorliegenden Studie ebenfalls
nachgewiesen werden. Bei den Frauen wurde dies nur durch eine steigende Tendenz
aufgezeigt. Bruun et al. haben 2003 bei adipdsen Patienten einen 30-40% hdheren
Serumspiegel an IL-6 gemessen im Vergleich zu den Normalgewichtigen (Bruun et al.,
2003). Nach einer Gewichtsreduktion sank der Serumspiegel wiederum. Sha et al.
konnte keine Korrelation zwischen BMI und IL-6 nachweisen (Shah et al., 2009). Es ist
mittlerweile bekannt, dass das Fettgewebe in der Lage ist eine Vielzahl an Proteinen
und Zytokinen selbst zu produzieren. Deshalb wird auch davon ausgegangen, dass
adipdse Menschen sich stetig in einem chronisch niedriggradigen Entziindungsprozess
befinden.

In dieser Studie konnte dies weiterhin bestatigt werden. Kershaw und Flier beschrieben
2004 IL-6 als ein von Adipozyten freigesetztes Zytokin, welches im viszeralen
Fettgewebe doppelt bis dreifach héher exprimiert wird als im subkutanen Fettgewebe.
Die Expression und Zirkulation von IL-6 sinkt bei Gewichtsverlust (Kershaw and Flier,
2004). Mit dieser Untersuchung schlielen wir uns den bereits bekannten Studien an.
Der Geschlechtervergleich erbrachte in der vorliegenden Arbeit einen signifikant
héheren Leptinspiegel bei den Frauen. Teichthal et al. haben bereits 2005 festgestellt,
dass Frauen auf Grund eines groReren Korperfettanteils und geringeren
Muskelvolumen gegenlber Mannern einen signifikant héheren Serumspiegel an Leptin
aufweisen (Teichtahl et al., 2005). Hierbei wurde der Einfluss von Leptin auf die
Erkrankung Osteoarthritis untersucht. Es wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass
der héhere Leptinspiegel bei Frauen auch dazu flhrt, dass dieser verstarkt einen
negativen Einfluss auf den Knorpelstoffwechsel nimmt. Denn Dumond et al. haben
bereits 2003 Leptin als einen Hauptregulator des Metabolismus von Chondrozyten
erkannt (Dumond et al., 2003). Die Menge an Leptin, die in der Synovialflissigkeit
gefunden wurde, korrelierten zum einen mit dem BMI der Patienten, als auch mit der
Zerstorung des Knorpelgewebes.

Weiterhin wurde herausgefunden, dass Leptin einen stimulierenden Einfluss auf den
weiblichen Reproduktionstrakt hat und abhangig vom Menstruationszyklus der Frau
wechselnde Serumspiegel aufweist (Loffler and Spanel-Borowski, 2014). Da wir die
weiblichen Patientinnen nicht bzgl. ihres Zykluses befragt und kategorisiert haben,
kénnte dadurch ein verzehrtes Ergebnis ermittelt wurden sein.

Leptin wurde zunéachst bei Entdeckung als schlankmachendes Peptid behandelt, das
die Esslust hemmt. Zur Verwunderung wurden aber bei adip6sen Menschen erhdhte
Leptinspiegel gemessen. Dies flhrte zur Annahme, dass sich bei Adipésen eine

Leptinresistenz entwickelt hat, die nicht mehr zur Hemmung der Esslust fiihrt, sondern
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das Gegenteil vermittelt. Bereits 1996 haben Considine et al. die Korrelation zwischen
Leptinspiegel und BMI erkannt und eine Insensitivitdt der Adipdsen zur endogenen
Leptinproduktion postuliert (Considine et al., 1996). Auch in unserer vorliegenden
Untersuchung wurde eindeutig die Zunahme des Leptinspiegels bei Zunahme des BMI
festgestellt. Gelsinger et al. beschreiben Leptin ebenso als ein Adipokin, das durch
Hemmung des Appetites die Nahrungsaufnahme unterdriicken soll. Wenn es zum
Funktionsverlust von Leptin und seiner Rezeptoren kommt, flihrt das zu unkontrollierter
Nahrungsaufnahme, die im weiteren zu Adipositas fihren kann (Gelsinger et al., 2010).
Weitere genauere Zusammenhange lieRen sich mit Ermittlung des Korperfettanteils
und —verteilung (waist to hip ratio) ziehen, auf die in dieser Untersuchung verzichtet
wurden.

Lam et Lu haben 2007 die Abhangigkeit der Leptinexpression von inflammatorischen
Immunmediatoren beschrieben wie zum Beispiel IL-6 (Lam and Lu, 2007). Es wird
weiterhin beschrieben, dass aber auch Leptin die Expression von IL-6 unterstitzt, so
dass die positive Korrelation aus unserer Studie hierbei bestatigt wird. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass auch der Einfluss von Leptin auf das Immunssystem,
bestatigt werden kann.

Der sTNF-R zeigte in unserer Untersuchung eine signifikante Zunahme nach dem
operativen Eingriff. TNF-R spielt eine wichtige Rolle in der Reaktion des Kdorpers auf
einen chirurgischen Eingriff wie auch IL-6. Es zeigte sich bei Pilz et al. 1996, dass bei
herzchirurgischen Risikopatienten ein héherer sTNF-R Spiegel mit dem Schweregrad
des postoperativen Krankheitsverlauf positiv korrelierte (Pilz et al., 1996). Der TNF-
Rezeptor wurde mittlerweile auch als Prognosemarker flir die Sepsis anerkannt
(Fraunberger et al., 1996).

Bisher gibt es unterschiedliche Studienergebnisse bei Betrachtung der sTNF-R
Serumkonzentration in Abhangigkeit vom Korpergewicht. Diese Studie zeigte
postoperativ einen signifikanten Unterschied zwischen normalgewichtigen und
adiposen Patienten. Dies zeigte sich auch bei der Untersuchung von Dzienis-
Straczkowska et al aus dem Jahr 2003, die bei jungen Adipésen mit normaler und
gestorter Glukosetoleranz erhéhte sTNR-R Konzentrationen festgestellt haben
(Dzienis-Straczkowska et al., 2003). Ebenso konnten Bullo et al 2003 einer Erhéhung
der sTNF-R Serumkonzentration bei erhdhten BMI feststellen (Bulld et al., 2003). Auf
Grund der bereits mehrfach gezeigten niedriggradigen chronischen Entziindung bei
Adipb6sen wird davon ausgegangen, dass auch sTNF-R zu diesem Zustand verstarkt

beitragt.
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In dieser Studie kann ein Grofteil bereits bekannter Aspekte bzgl. des Immunsystems
von adipésen Patienten im Vergleich zu normalgewichtigen oder Ubergewichtigen
Patienten bestatigt werden.

Kritisch zu betrachten ist trotzdem die relativ geringe Anzahl an untersuchten Patienten
(n=52). Dies verdeutlicht sich vor allem bei der Untersuchung und der Vergleiche der
Subgruppen. Aber auf Grund der sehr engen Einschlusskriterien bezliglich der
Vorerkrankungen war eine grofere Population im angegebenen Zeitraum nicht
mdglich.

Die Unterteilung der Patienten nach Body-Mass-Index muss auf Grund neuster
Erkenntnisse verstarkt diskutiert werden. Der Body-Mass-Index erfasst nur
Korpergrolte und Koérpergewicht. Die Korperfettverteilung und der Korperfettanteil
werden hierbei nicht betrachtet, obwohl gerade das viszerale intraabdominelle Fett als
endokrines Organ einen entscheidenden Einfluss auf den Stoffwechsel des einzelnen
nimmt. (Gelsinger et al., 2010; Kopelman, 2000)

Zur Ermittlung von Korperfettanteil und Kdorperfettverteilung ware es deshalb sinnvoller
gewesen die Waist to Hip Ratio (WHR) oder sogar eine Koérperimpedanzmessung
durchzufiihren, um den Bezug zum Immunsystem und der gemessenen Ergebnisse
genauer diskutieren zu kénnen.

Bekannte Entziindungsparameter wie CRP und IL-6 zeigen sich in erhdhter
Konzentration bei der adipdésen Untersuchungsgruppe. Dies lasst die mehrfach
beschriebene und anerkannte Aussage, dass das Fettgewebe zu chronisch
niedriggradigen inflammatorischen Prozessen beitragt, erneut bestatigen. Die zum Teil
erstmalige Feststellung erniedrigter Zellzahlen von NK-Zellen und zytotoxischen T-
Zellen bei adipésen Patienten muss in Zukunft weiterhin untersucht werden, denn eine
Vielzahl von Folgeerkrankungen der Adipositas im Besonderen Tumorerkrankungen
sind zwar aktuell bekannt, doch Iasst sich haufig noch kein Zusammenhang mit dem im
Kérper ablaufenden Prozessen herstellen. Die urspriingliche Uberlegung hinter dieser
Studie, dass adipdose Patienten im postoperativen Verlauf einen abweichenden
Immunstatus von normalgewichtigen oder Ubergewichtigen Patienten aufweisen, liefl3
sich nicht beobachten. Es ist zu vermuten, dass die Grolke des operativen Eingriffes
bei den Patienten gleichsam das immunologische Gleichgewicht kurz nach der
Operation stort, so dass eventuell etwas spater durchgefiihrte Untersuchungen einen
anderweitigen Verlauf erbracht hatten. Deshalb ist es notwendig postoperative
Untersuchungen spater durchzufiihren, um die Einschatzung der Haufigkeit von
Revisionsoperationen oder periprothetischen Infektionen ebenso im Zusammenhang
mit dem Immunstatus des einzelnen in Abhangigkeit zu seinem Kérpergewicht zu

bringen.

55



Erst, wenn der Mensch Adipositas und seinen Auswirkungen auf das Immunsystem
vollstandig verstanden hat, werden wir auch in der Lage sein, Folgeerkrankungen und

Komplikationen nach Operationen besser behandeln zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Auf Grund unseres aktuellen Lebensstandards wird das Gesundheitsproblem
Adipositas in den kommenden Jahren weiterhin in den Fokus von medizinischen
Untersuchungen riicken. Bereits heute ist bekannt, dass Adipositas ein Risikofaktor fur
eine Vielzahl an Erkrankungen ist. Arthrose, oder auch im allgemeinen
Sprachgebrauch als Gelenkverschleil® bekannt, tritt vermehrt bei adipdsen Patienten
auf. Hierfir verantwortlich sah man viele Jahre nur das Ubergewicht, dass die
gewichtstragenden Gelenken auf Grund von biomechanischen Prozessen nicht tragen
konnten. Doch diese relativ einfache Erklarung lasst aulier Acht, dass Adipositas im
Korper des Patienten Entziindungsprozesse, durch Freisetzung von
immunmodulierenden Substanzen aus dem weillen Fettgewebe, auslost, die auch
Einfluss auf die Ausldsung einer Arthrose haben. Zum aktuellen Zeitpunkt ist davon
auszugehen, dass die Kombination aus biomechanischer Uberlastung und
Entziindungsprozessen zum Entstehen der Arthrose beitragen.

In der hier durchgefliihrten Untersuchung wurde die Immunzellzahl, sowie
Zytokinkonzentrationen von normalgewichtigen, (bergewichtigen und adipésen
Patienten vor und nach Einsetzen einer Knie- oder Hiifttotalendoprothese gemessen.
Bereits vorbekannte Ergebnisse, die das Auftreten niedriggradiger chronischer
Entziindungsprozesse bei Adipdsen begriinden, konnten auch hier bestatigt werden.
Dazu gehort zum einen die erhéhte CRP-Konzentration bei adipdsen Patienten, sowie
auch die hohe IL-6 Konzentration. Diese beiden Aspekte sind bereits mehrfach in
Studien vorbeschrieben und konnten durch diese weiterhin bestatigt werden.

Die erniedrigte NK-Zellzahl bei adipésen Patienten wurde auch bereits vorbeschrieben
und ist am ehesten auf Grund des Einflusses von Leptin bedingt. Leptin als Adipokin
wurde auch in der vorliegenden Untersuchung bei Patienten mit einem hohen BMI in
hoher Konzentration nachgewiesen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Fettgewebe durch Produktion und Sekretion einer
Vielzahl an Zytokinen, das gesamte Immunsystem beeinflusst. Das viszerale
Fettgewebe wird mittlerweile als inflammatorisches Organ bezeichnet, dass durch
seine gute Innervation und Durchblutung neben den Adipozyten eine Vielzahl an
Immunzellen enthalt. Die zusatzlich freigesetzten Adipozytokine kdnnen im gesamten
Organismus wirken. Dies bestatigt die bereits bestehenden Theorien, dass die
freigesetzten Adipozytokine Erkrankungen, die mit entzindlichen Prozessen
einhergehen verstarken und ausldsen (z.B. Atherosklerose, Tumorerkrankungen usw.).
Gerade deshalb ware davon auszugehen gewesen, dass sich postoperativ bei den
adipésen Patienten Anderungen im Hinblick auf die Konzentrationen der Zytokine als

auch der Immunzellen zeigt. Die Unterschiede zwischen den adipésen und
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normalgewichtigen Patienten in der postoperativen Betrachtung waren allerdings nicht
zu sehen.

Zur Weiterflhrung der urspringlichen Zielsetzung sollten Untersuchungen der
Patienten im Verlauf beziglich des Auftretens von Revisionsoperationen durchgefihrt
werden. Hierbei konnen die vorliegenden Ergebnisse fiir weitere Vergleiche
herangezogen werden. Auch waren erneute Analysen im Verlauf nach der Operation
zu empfehlen, um die eigentliche Hypothese dieser Arbeit vielleicht doch bestatigen

oder ganzlich verwerfen zu kénnen.
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8 Thesen

1. Adipositas ist eines der wichtigsten Gesundheitsprobleme des 21. Jahrhunderts.

2. Adipositas ist mit dem Auftreten von chronisch niedriggradigen
Entzindungsprozessen im weillen Fettgewebe assoziiert, da Adipozytokine in der

Lage sind metabolisch und immunmodulierend systemisch zu wirken.

3. Die Entstehung der Arthrose, welche als ultima ratio den Einsatz eines kinstlichen

Gelenkes vorsieht, wird auch durch die Wirkung von Adipozytokinen beeinflusst.

4. Adipose Patienten weisen eine andere Zusammensetzung ihres immunologischen

Systems auf als normal- oder Ubergewichtige Patienten.

5. 52 Patientinnen und Patienten wurden in Abhangigkeit ihres Kérpergewichts mittels
Durchflusszytometrie auf die Serumkonzentrationen von B- und T-Lymphozyten, NK-

Zellen, sowie Zytokinen untersucht.

6. Die adipése Untersuchungsgruppe weist im Vergleich zur normalgewichtigen und
Ubergewichtigen Untersuchungsgruppe erhéhte CRP Konzentrationen im Serum auf,
die ebenso wie die erhdhten IL-6 Konzentrationen, auf einen inflammatorischen

Prozess hinweisen.

7. Sowohl die Zellzahl der NK-Zellen, als auch der zytotoxischen T-Zellen ist bei

adip6sen Patientinnen und Patienten erniedrigt.

8. Die Leptinserumkonzentrationen sind bei adipésen Patientinnen und Patienten
erhoht.

9. Es finden sich keine Unterschiede bezlglich der Konzentrationen von Immunzellen
und Zytokinen im operativen Verlauf mit zeitnaher postoperativer Untersuchung

zwischen den einzelnen Gewichtklassen.

10. Auf Grund der veranderten praoperativen immunologischen Belastung bei
adip6sen Patientinnen und Patienten lasst sich vermuten, dass es bei diesen gehauft
zu Revisionsendoprothesen kommt auf Grund des erhdhten Risikos fur

periprothetische Infektionen.
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