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Abstrakt

Kardiochirurgische Eingriffe unter Einsatz der Herzlungenmaschine fiihren iiber die Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren im allgemeinen zu einer systemischen Entziindung (SIRS). Um das Ausmal zu begrenzen, wird diese
von einer systemischen Gegenregulation (CARS) begleitet, die mit zunehmender Auspriagung den Organismus
anfallig fur sekundére Infektionen macht. Septische Krankheitsbilder zéhlen zu den héufigsten Todesursachen auf
operativen Intensivstationen mit jahrlichen Kosten in Milliardenhdhe. Gerade die Fritherkennung ist klinisch von
groBter Wichtigkeit. Bei der Suche nach neuen Infektionsmarkern ist das Verstéindnis der immunologischen
Grundlagen eine Grundvoraussetzung. In dieser Studie sollte untersucht werden, ob das Modell ,,systemische
Immunaktivierung — Gegenregulation mit Immundepression — hohe Infektanfalligkeit™ auf Risikopatienten nach
Herzchirurgie iibertragen werden kann. AuBlerdem sollte untersucht werden, ob ein standardisiertes
Immunmonitoring in der Lage ist, bei diesen Patienten Infektionen friihzeitig vor klinischer Manifestation
vorherzusagen, und ob diese neuen Immunparameter konventionellen Routine-Infektionsmarkern (SIRS-Kriterien,
CRP) in ihrer diskriminativen Aussagekraft iberlegen sind. Die Ergebnisse zeigen, dass das Modell an diesem
Patientenkollektiv bestétigt werden kann. Die Immunaktivierungsmarker total-IL-8 (nach Erythrozytenlyse), PCT
und ex vivo Elastase, sowie das antiinflammatorische IL-10 im Plasma und der Immunkompetenzmarker HLA-DR
auf Monozyten zeigten am 1. postoperativen Tag ein hohes diskriminatives Potential, Infektionen im 6-tigigen
postoperativen Verlauf vorherzusagen. Analysen der ROC-Kurven ergaben fiir HLA-DR eine AUC von 0,75, die
AUC von total-IL-8 betrug 0,73, ex vivo Elastase erreichte 0,72, und PCT und IL-10 kamen jeweils auf 0,68.
Dagegen konnten konventionelle Infektionsmarker nicht signifikant zwischen Patienten mit versus ohne
postoperativer Infektion unterscheiden (CRP), beziehungsweise errechnete sich fiir 2 positive SIRS-Kriterien eine
AUC von nur 0,66. Durch die bei einem solchen Patientenkollektiv erstmalige Verwendung hochstandardisierter
Messverfahren (exakte Quantifizierung von Oberflachenmolekiilen, semi-automatisches ELISA-System) wurde
neben einer besseren Quantifizierung der gestorten Homdostase zwischen Inflammation und Antiinflammation eine
wichtige Voraussetzung fiir die klinische Etablierung dieser neuen Marker geschaffen. Auf dieser Basis lassen sich
friih identifizierte Risikopatienten adjuvanten Therapieversuchen zufiihren.

Schlagworte: Immunmonitoring, Herzchirurgie, Pradiktion von Infektion, SIRS, CARS, Sepsis, HLA-DR, IL-8,
PCT, ex vivo Elastase, IL-10

Abstract

Basically, cardiac surgery involving cardiopulmonary bypass leads to systemic inflammation (SIRS) by the
secretion of proinflammatory mediators. In order to limit its extend, systemic inflammation is associated with
systemic counter-regulation (CARS), which, under some circumstances, may lead to high susceptibility of the
organism to secondary infections. Septic disease is among the most common causes of death in surgical ICUs, the
costs are estimated at several billion Euros per year. The early diagnosis in particular is of great importance
clinically. Understanding of the immunologic principles is a basic assumption with regard to finding new markers of
infection. This study was performed to determine whether the model “systemic immune activation — counter-
regulation and immune depression — high susceptibility to infections” could be transferred to risk patients after
cardiac surgery. In addition, a standardized immune monitoring program should be examined regarding its ability to
predict infection in this patient population before clinical manifestation. It should also be determined if these new
parameters have more discriminative power than conventional routine markers of infection (SIRS, CRP). The results
show that this model can be confirmed in this patient collective. On the 1st postoperative day markers of immune
activation, total-IL-8 (after lysis of erythrocytes), PCT and ex vivo elastase, as well as anti-inflammatory IL-10 in
plasma and the marker of immune competence, HLA-DR on monocytes, have high discriminative potential to
predict infections during the 6-day postoperative course. AUCs of the ROC were 0.75 for HLA-DR, 0.73 for total-
IL-8, 0.72 for ex vivo elastase, 0.68 for both PCT and IL-10. On the other hand, conventional markers of infection
were not able to discriminate significantly between patients with infection versus those without (CRP), or they only
had an AUC of 0.66 (for 2 positive SIRS criteria). By using well-standardised laboratory methods (exact
quantification of surface molecules, semi-automatic ELISA-system), which were used for the first time in such a
patient collective, an important basis for clinical establishing these new markers was created, in addition to a better
quantification of the immunologic unbalance (inflammation versus anti-inflammation). Thus, it is possible to supply
early identificated risk patients for adjuvant therapy trials.

Key words: immune monitoring, cardiac surgery, prediction of infection, SIRS, CARS, Sepsis, HLA-DR, IL-8,
PCT, ex vivo elastase, IL-10
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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Aufrechterhaltung einer Homdostase zwischen Inflammation und Antiinflammation ist flir
den menschlichen Organismus von grofler Bedeutung. Der Einsatz der Herzlungenmaschine in
der Herzchirurgie fiihrt durch die Induktion der Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren
im allgemeinen zu einer systemischen Entziindung (SIRS). Damit einhergehend kommt es zur
Sekretion antiinflammatorischer Mediatoren, die zusammen mit dem operativen Stress eine
systemische Antiinflammation (CARS) induzieren. Das Gleichgewicht zwischen Inflammation
und Antiinflammation kann derart gestort werden, dass letztere iiberwiegt und den Patienten
anfdllig macht fiir sekundére Infektionen, die die Kosten erhdhen und zur Sepsis fithren kdnnen.
Septische Krankheitsbilder zdhlen zu den hédufigsten Todesursachen auf nicht-kardiologischen
Intensivstationen mit jéhrlichen Kosten in Milliardenhohe. Fiir die klinische Prophylaxe und die
rechtzeitige Einleitung der Therapie ist gerade die Fritherkennung von grofiter Wichtigkeit. Bei
der Suche nach neuen, potenten Infektionsmarkern ist das Verstindnis der immunologischen
Grundlagen von groer Bedeutung.

In einer prospektiven Kohortenstudie von Risikopatienten (Alter >70 Jahre und/oder

linksventrikuldre Ejektionsfraktion <25 %) nach Herzchirurgie sollte untersucht werden, ob

1. das Modell ,,systemische Immunaktivierung — Gegenregulation mit Immundepression

— hohe Infektanfalligkeit* an diesem Patientenkollektiv bestétigt werden kann,

2. es Marker gibt, die mit hoher Wahrscheinlichkeit postoperative infektiose

Komplikationen bei diesen Patienten friihzeitig vorhersagen konnen,

3. diese Marker ein hoheres diskriminatives Potenzial hinsichtlich der Entwicklung
postoperativer infektioser Komplikationen besitzen als konventionelle Routine-

Marker wie SIRS oder CRP.

Die Patienten wurden vom 1. bis zum 3., wenn moglich bis zum 6. postoperativen Tag
beobachtet.

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Patienten postoperativ eine systemische Aktivierung des
Immunsystems aufwiesen, die sich in der Erh6hung von total-IL-8 (nach Lyse der Erythrozyten),
LBP, CRP und IL-6 im Plasma, sowie in einer vermehrten Neutrophilenaktivierung (ex vivo
Elastase-Sekretion und neutrophile CD64-Expression) niederschlug. Eine Erniedrigung der

leukozytiren mRNA-Expression von Rantes und IL-8 deutet an, dass die Blutleukozyten nicht
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die (alleinigen) Produzenten fiir die proinflammatorischen Faktoren sind. Als Zeichen
ausgepriagter Immundeaktivierung und —depression zeigten die Patienten eine allgemein
erniedrigte Expression von monozytirem HLA-DR und CD86, ebenso wie eine Erniedrigung der
ex vivo TNF-a-Produktion. Auflerdem wiesen die Patienten erhohte Plasma-IL-10-Spiegel und
eine erhohte leukozytire mRNA-Expression von IL-10 und SOCS-3 auf.

Korrelationsanalysen und nonparametrische Varianzanalysen bestétigten den Zusammenhang
zwischen hohen Werten in den Immunaktivierungsmarkern am Tag 1 postoperativ und
niedrigerer monozytiarer HLA-DR-Expression im 6-tigigen postoperativen Verlauf.

Patienten, die im postoperativen Verlauf Infektionen entwickelten, wiesen signifikant hohere
Spiegel vor allem an total-IL-8 und PCT auf und zeigten eine hdhere ex vivo Elastase-Produktion
und eine hohere neutrophile CD64-Expression. Dementsprechend waren bei diesen Patienten die
monozytire HLA-DR-Expression und die ex vivo TNF-a-Produktion stark erniedrigt, bei
erhohten IL-10-Plasma-Spiegeln. Insofern kann das Modell ,,systemische Immunaktivierung —
Gegenregulation mit Immundepression — hohe Infektanfilligkeit an diesem Patientenkollektiv
als bestdtigt angesehen werden. ROC-Analysen von diesen Markern am Tag 1 ergaben ein
deutlich hoheres diskriminatives Potenzial fiir die Priadiktion von postoperativer Infektion im
Vergleich zum CRP und zu SIRS-Kriterien. Monozytidres HLA-DR am Tag 1 erreichte eine
AUC von 0,75, total-IL-8 kam auf 0,73, ex vivo Elastase erreichte 0,72, PCT und Plasma-IL-10
erreichten jeweils 0,68. Dagegen konnte CRP am Tag 1 nicht signifikant zwischen Patienten mit
versus ohne Infektion im postoperativen Verlauf unterscheiden, mindestens 2 positive SIRS-
Kriterien erreichten eine AUC von nur 0,66. Fiir die Pradiktion von mikrobiologisch bestétigter
Infektion (unter Ausschluss der Patienten lediglich mit klinischem Verdacht auf Infektion)
betrug die AUC fiir monozytdres HLA-DR 0,85, fiir PCT 0,77, fiir total-IL-8 und Plasma-IL-10
jeweils 0,76. Fiir die Pradiktion von Infektion mindestens 24 Stunden vor ihrer klinischen
Manifestation (Tag 1-Werte der Marker beziiglich Infektion ab Tag 2, unter Ausschluss
derjenigen Patienten mit einer Infektion am Tag 1) erreichte das monozytdre HLA-DR eine AUC
von 0,72 und ex vivo Elastase 0,68.

Diese Ergebnisse belegen das hohe diskriminative Potenzial einiger gemessener Parameter. Vor
allem das monozytire HLA-DR ist den konventionellen Infektionsmarkern eindeutig iiberlegen.
Somit stellen die Ergebnisse einen wichtigen Beitrag bei der Suche nach neuen, potenten
Infektions- / Sepsismarkern dar.

Die Verwendung hochstandardisierter Messverfahren (Quantibrite’-Standard-Beads fiir die
Bestimmung der Oberflichenmolekiile und die Verwendung des semi-automatischen

IMMULITE®-Systems fiir einige der untersuchten ldslichen Faktoren) macht eine bessere

6
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Quantifizierung der Stérung der Homdostase zwischen Inflammation und Antiinflammation
moglich und erfiillt eine wichtige Voraussetzung fiir die Etablierung dieser neuen Marker in der
Klinik. Damit ist eine wichtige Basis fiir gezielte Interventionsstudien an auf diese Weise

identifizierten Risikopatienten geschaffen.



Grundlagen

1 GRUNDLAGEN

Einleitung

Grundsétzlich ist im menschlichen Organismus die Aufrechterhaltung von Homdostase in
zahlreichen physiologischen Systemen von fundamentaler Bedeutung. Ein Ungleichgewicht
zwischen den beteiligten Komponenten kann zu pathologischen Zustinden fiihren, die den
Organismus gefdhrden und unter Umstinden vital bedrohen koénnen, indem wichtige
physiologische Funktionen nicht mehr erfiillt werden kdnnen.

So muss beispielsweise durch die Regulation des Blutdruckes (unter anderem {iber Barorezeptor-
Reflexe unter Einbeziehung des autonomen Nervensystems) gewihrleistet werden, dass unter
verschiedenen physiologischen und pathosphysiologischen Bedingungen der Kreislauf weder
stark hypoton wird, was beispielsweise zu orthostatischen Problemen oder gar Organ-Ischimien
fiihren wiirde, noch dass es zu hypertensiven Entgleisungen kommt, was im Extremfall fatale
Konsequenzen (zum Beispiel intrazerebrale Blutungen) haben kann. Das Gerinnungssystem
unterliegt durch Aktivierung / Deaktivierung spezieller Faktoren einer duflerst sensiblen
Regulation, die unter physiologischen Bedingungen ein Gleichgewicht zwischen notwendiger
Koagulation und ebenso notwendiger Antikoagulation, sowie zwischen Fibrinolyse und
Antifibrinolyse sicherstellt. Gerédt dieses Gleichgewicht ins Wanken, kann zum einen eine
tibermdBige Blutungsneigung, zum anderen eine libermifBige Gerinnung folgen, wobei beide
Zustinde fatale Konsequenzen haben konnen. Weitere Beispiele sind der Sdure-Basen-Haushalt,
der durch Puffersysteme des Blutes, durch die Atmung und die Nierenfunktion in engen Grenzen
konstant gehalten werden muss, und der Hormonhaushalt, der in vielen Féllen einer sekretions-
hemmenden Feedback-Kontrolle (Kontrolle durch negative Riickkopplung) unterliegt; die Liste
lieBe sich beliebig fortsetzen.

Nichtsdestotrotz kann das Umschlagen solcher Gleichgewichte auf die eine oder andere Seite
vorriibergehend physiologisch ,,gewiinscht®, also notwendig sein, um die Korperfunktionen
notwendigerweise an bestimmte Umwelt- oder pathologische Bedingungen temporar anzupassen
(zum Beispiel Blutdruck-Steigerung unter korperlicher Aktivitit, Uberwiegen der lokalen
prokoagulatorischen Aktivitdt bei Blutungen, und andere), allerdings zeichnen sich solche
Zustinde in aller Regel dadurch aus, dass sie zeitlich und / oder lokal begrenzt bleiben, so dass
das Gleichgewicht zwischen den Komponenten des Systems, die Homdostase, bald wieder

hergestellt ist.
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Homaoostase von Inflammation und Antiinflammation

Das Phdnomen der physiologisch notwendigen Aufrechterhaltung einer Homdostase ldsst sich
nach heutigem Stand der Wissenschaft in dhnlicher Weise auf das ,,Wechselspiel“ zwischen
Entziindung (Inflammation) und Entziindungshemmung beziehungsweise Entziindungs-
Gegenregulation (Antiinflammation) tibertragen [1].

Auf unterschiedliche schiddigende Reize (chemische, physikalische Noxen, Eindringen von
mikrobiellen Erregern, Gewebsnekrosen, endogene Noxen) reagiert der menschliche Organismus
mit einer gewlinschten, physiologischen Entziindungs-Antwort, um das Ausmal} lokal zu
begrenzen und Schaden fiir den gesamten Organismus abzuwenden [2,3]. Erreicht der
Entziindungsprozess systemisches Niveau, so spricht man vom ,,Systemic Inflammatory
Response Syndrome™ (SIRS) [4,5], einer allgemeinen systemischen Entziindung, die den
Blutkreislauf erreicht hat und sich klinisch in allgemeinen Krankheitszeichen (Fieber,
Krankheitsgefiihl) und paraklinischen Befunden (zum Beispiel Erhohung von Leukozyten im
Blut und C-reaktivem Protein (CRP)) niederschligt. Dieses Stadium der Entziindung besitzt per
se Krankheitswert und kann zu irreversiblen Organschiden fiihren [1,6,7].

Begleitet wird dieses Syndrom von einer Gegenregulation, die eine iiberschieBende Entziindung
verhindern soll: ,,Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome* (CARS) [1,7]. Durch
die physiologisch sinnvolle Entziindungshemmung wird jedoch gleichfalls die Fahigkeit des
Organismus eingeschrinkt, Krankheitserreger abzuwehren und Gewebe zu reparieren. Im
Zustand der Homoostase befinden sich diese beiden Gegenspieler im Gleichgewicht, ein
Uberwiegen der einen oder anderen Seite fiihrt unter Umstéinden zu lebensbedrohlichem Schock
oder zu ungehinderter Ausbreitung bereits vorhandener oder neu aufgetretener opportunistischer
Erreger [1,7,8].

Insofern ist auch in bezug auf Entziindung / Anti-Entziindung ein ausgewogenes Gleichgewicht,
eine Homoostase, von fundamentaler Bedeutung, was in den folgenden Ausfiihrungen

verdeutlicht und konkretisiert werden soll.

1.1 SIRS - CARS - MARS

Die Prozesse im Rahmen einer systemischen Immunreaktion zeichnen sich durch das komplexe
Zusammenwirken einer Vielzahl von loslichen Mediatoren, intrazelluliren Faktoren und
membran-gebundenen Molekiilen aus, deren Verstindnis fiir Diagnostik und Therapie von

kritisch Kranken, vor allem nach gréf3eren operativen Eingriffen, entscheidend ist.
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Systemische Entziindung und Sepsis

Eine systemische Entziindungsreaktion des Korpers, SIRS, kann durch zahlreiche Stimuli
verursacht werden. Dazu zdhlen neben lokal nicht zu beherrschenden Infektionen auch nicht-
infektiose Ursachen wie schwere Traumata, gro3e Operationen, Strahlenschdden, Verbrennungs-
Verletzungen, sterile Pankreatitis und der Einsatz der Herzlungenmaschine (HLM) (siehe Kapitel
1.3), worauf der Korper mit der Initiierung einer Entziindungskaskade im Rahmen der
angeborenen, unspezifischen Immunitét reagiert [2,4,5]. Die systemische Entziindungsantwort
auf eine Infektion wird als Sepsis bezeichnet und entspricht im Endstadium (Septischer Schock /
Multiorganversagen (MOV)) der schwersten Form einer Infektion [6].

Sepsis und Septischer Schock zdhlen heutzutage zu den hdufigsten Todesursachen auf nicht-
kardiologischen Intensivstationen; die medizinischen Fortschritte bei der Behandlung von friither
nicht behandelbaren Erkrankungen und speziell die Intensivmedizin fithren zu zunehmender
Inzidenz und Prévalenz dieser Krankheitsbilder. Allerdings sind diese laut der Deutschen Sepsis-
Gesellschaft e.V.  entgegen ihrer  betrdchtlichen  klinischen = Relevanz ~ und
gesundheitsokonomischen Bedeutung in den medizinischen Fachgesellschaften nicht addquat
reprasentiert [9]. In Nordamerika betrdgt die jdhrliche Inzidenz fiir Schwere Sepsis circa
300/100.000 Einwohner und liegt damit hoher als die Inzidenzen fiir Darm- oder Brustkrebs
[10]. Die Mortalitét ist vergleichbar mit der durch akuten Herzinfarkt, in den USA circa 200.000
pro Jahr. In Deutschland werden die Kosten fiir septische Krankheitsbilder auf mehrere
Milliarden Euro pro Jahr geschétzt, mit durchschnittlichen Behandlungskosten von iiber 20.000
Euro pro Patient [11].

Bei einer Sepsis kommt es durch Bestandteile aus der Wand gram-negativer Bakterien
(Lipopolysaccharide (LPS) = Endotoxin) beziehungsweise gram-positiver Bakterien
(Peptidoglykane und Lipoteichonsduren) oder auch durch Pilzstrukturen zur Aktivierung von
Immunzellen (Monozyten / Makrophagen, Lymphozyten, Natiirliche Killer (NK)-Zellen,
neutrophile Granulozyten) und Endothelzellen, sowie vom Gerinnungs- und Komplementsystem
[12].

Am besten untersucht ist die Reaktion des Immunsystems auf bakterielle Endotoxine, die im
Blut an das von Hepatozyten gebildete LPS binding Protein (LBP) binden, und als LPS-LBP-
Komplex an das auf der Oberflichenmembran von Monozyten / Makrophagen gelegene und als
Komplex mit dem Toll Like Receptor (TLR)-4 vorliegende Oberflichenmolekiil Cluster of

Differenciation' (CD) 14 (sogenannter ,,Pattern Recognition Receptor) andocken [12]. Dies

! Nomenklatur fiir Oberflichenmolekiile
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fiihrt zu einer Aktivierung der Monozyten / Makrophagen iiber eine intrazelluldre Signalkaskade,
an deren Ende liber eine Aktivierung des Nuclear Factor (NF)-kB die Expression und Sekretion
von Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-1p und IL-6 steht, jene Zytokine, die als
zentrale Mediatoren der proinflammatorischen Antwort bis hin zum Septischen Schock gelten.
Sie sind an der Entwicklung allgemeiner Krankheitssymptome wie Fieber und Schwéichegefiihl
beteiligt und induzieren die Bildung von Akut-Phase-Proteinen (zum Beispiel CRP, Fibrinogen,
LBP, Mannose binding Protein (MBP)) in der Leber. Akut-Phase-Proteine werden unter anderem
infolge grofer Traumata, Verbrennungsverletzungen und systemischer Entziindungsreaktionen
gebildet und sind maBgeblich an der Erhdhung der Erythrozyten-Sedimentationsrate (Blut-
Senkungsgeschwindigkeit (BSG)) beteiligt. Im Falle des CRP wird durch Opsonierung die
Phagozytose begiinstigt [2,12,13].

Weitere wichtige Substanzen, die im Rahmen einer proinflammatorischen Antwort von
aktivierten Monozyten / Makrophagen gebildet werden, sind unter anderem Substanzen mit
Wirkung auf den Tonus glatter GefaBmuskulatur (zum Beispiel Eikosanoide, NO), Stoffe mit
dem Potenzial Zellen abzutdten (zum Beispiel reaktive O,-Radikale), Substanzen, die das
Gerinnungssystem aktivieren (zum Beispiel Pléttchen-aktivierender Faktor (PAF)), und
zahlreiche weitere Mediatoren. Aktivierte Endothelzellen produzieren neben IL-1f und IL-6
chemotaktische Zytokine wie zum Beispiel IL-8, welches iiber die Entstehung eines
Konzentrationsgradienten zwischen Infektionsherd und Peripherie Entziindungszellen
»anzulocken* vermag (,,Homing* von zum Beispiel neutrophilen Granulozyten), und ebenfalls
NO [2,7,12]. Aktivierte neutrophile Granulozyten produzieren ebenfalls eine Vielzahl
chemotaktisch und zytotoxisch wirkender Substanzen entsprechend ihrer Funktion als
Phagozyten, sowie Proteasen (zum Beispiel Elastase), die dazu dienen, Reste abgestorbener
Zellen zu zersetzen [2,14,15]. AuBlerdem lassen sich zahlreiche Verdnderungen in der Dichte
bestimmter Oberfldchen-Proteine von Immunzellen nachweisen, so zum Beispiel von CDI11b
(Bindung dieses Integrins an seinen auf aktivierten Endothelzellen exprimierten Liganden
Intercellular Adhesion Molecule (ICAM)-1 fiihrt zum ,,Homing* (und damit zur Akkumulation)
im Entziindungsherd) [16,17,18,19,20,21,22], CD64 (FcyR-I, derjenige mit der hochsten
Affinitdit zum Immunglobulin (Ig) G unter den drei wichtigsten Fcy-Rezeptoren)
[22,23,24,25,26], und andere.

Diese Immunprozesse konnen als systemische inflammatorische Antwort auf eine Infektion
(Sepsis) zu Organdysfunktion bis hin zum MOV fiihren (Schwere Sepsis und Septischer Schock,
sieche Kapitel 1.2) [4,5].
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In der Tat gibt es Belege fiir eine Progression vom sterilen SIRS iiber Sepsis, Schwere Sepsis bis
zum Septischen Schock, sowohl klinisch als auch auf Zytokinebene (siehe Kapitel 1.2) [27,28].
Grofle Probleme bei der Behandlung von Patienten im Septischen Schock bereitet das Versagen
einzelner oder auch mehrerer Organsysteme, was hiufig in einen letalen Ausgang miindet. Die
Mechanismen, die zum Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS) / MOV fiihren, waren
lange Zeit unklar, beziehungsweise sind auch heute noch nicht komplett verstanden. Man kann
mit einiger Sicherheit Organschidden auf direkte Wirkungen einiger genannter Zytokine
zuriickfithren, sowie auf O,-Mangelzustinde infolge Hypoperfusion und durch kleinste Fibrin-
Gerinnsel (durch Gerinnungs-Aktivierung), O,-Mangel infolge starker Vasodilatation durch NO,
auf Effekte durch PAF, Prostaglandine, Histamin, reaktive Sauerstoffradikale und Proteasen aus
aktivierten Phagozyten (zum Beispiel Elastase), und andere [4,5,6,7,12]. AuBlerdem kdnnte eine
Rolle spielen, dass aktivierte Granulozyten durch hohe systemische IL-8-Spiegel und den
dadurch bedingten Wegfall des Konzentrationsgradienten zwischen Infektionsherd und
Peripherie weniger stark zum Infektionsherd als ihrem eigentlichen ,,Einsatzort* geleitet werden
und auf diese Weise Schdden an anderen Organen mit verursachen. (H.D. Volk, personliche
Mitteilung). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass in vitro die chemotaktische Funktion
von IL-8 fiir Neutrophile bei Septikern im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant

reduziert war [29].

Systemische Antiinflammation

Da die iiberméBige systemische Entziindung mit ihren Entziindungsmediatoren urséchlich fiir
den schlechten Verlauf septischer Patienten zu sein schien, wurden viele Hoffnungen mit der
Entwicklung von Medikamenten verbunden, die die Entziindungskaskade durch Blockierung
zentraler Zytokine und Bakterienbestandteile stoppen sollten, zum Beispiel mit Antikdrpern
gegen TNF-o, LPS, und andere. Fast sdmtliche Studien konnten allerdings keinen positiven
Effekt zeigen, manche Substanzen schienen die Letalitdt sogar zu erhéhen [30,31].

Grund hierfiir war die aus heutiger Perspektive zu einseitige Sicht dessen, was im Rahmen einer
systemischen Entzlindungsantwort auf Infektion im Korper passiert. Man vernachlédssigte ein
weiteres Phanomen im Krankheitsverlauf einer Sepsis: die bereits erwidhnte Gegenregulation
einer Entziindung, die auf systemischem Niveau als systemische Antiinflammation imponiert
(,,Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome* (CARN)) [1,7,8,12].
Physiologischerweise dient sie dazu, einer in Gang gesetzten Entziindungskaskade
entgegenzuwirken, den Organismus somit vor iiberméfBiger, unkontrollierter Inflammation zu

schiitzen. Als Mediatoren fungieren dabei vor allem IL-10, 16slicher TNF-a-Rezeptor (sSTNF-a-
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R), IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1-RA) und Transforming Growth Factor (TGF)-B, IL-4,
Prostaglandin (PG)-E, sowie Stresshormone wie Adrenalin und Glukokortikoide [1,7,8,12,32].
Erwdhnenswert in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass sich die systemische
Antiinflammation aus zwei Komponenten zusammensetzt: zum einen auf direkter Ebene der
Entziindungszellen als Gegenregulation infolge systemischer Entziindung, und zum anderen
indirekt durch die Induktion und Wirkung von Stresshormonen / -mediatoren.

Die Immunantwort des Organismus auf eine schwere Infektion wird somit als ein zweiphasiges
Konzept verstanden, mit einer initialen systemischen Inflammation (SIRS), die einhergeht mit
einer systemischen Antiinflammation (CARS), wobei beide Phdnomene iiberlappend vorliegen.
Mit zunehmender Zeit dominiert dann das CARS (4bbildung 1) [1,7,8,12]. Bone nannte dieses
Nebeneinander von systemischer Inflammation und Antiinflammation ,,Mixed Antagonistic

Response Syndrome* (MARS) [1].
A

Erhohte Infektanfillighkeit
ué

CAR

SIRS

Ausprigung

>
Zeit

Abbildung 1: Nach schwerer Infektion, Trauma oder groB3er Operation kommt es zundchst zu einer Phase mit
dominierender systemischer Immunaktivierung (SIRS), gefolgt von bezichungsweise einhergehend mit einer Phase
dominierender Antiinflammation (CARS), in der der Patient einer erhdhten Infektanfélligkeit ausgesetzt ist. (In
Anlehnung an Tom van der Poll, Lancet Infect Dis, 2001 [30])

Immundepression

Man erkannte, dass bei Patienten nach ausgeprigter Immunaktivierung (SIRS) die Fahigkeit
einiger Immunzellen, inflammatorisch zu reagieren, stark reduziert war. So zeigten in
zahlreichen Sepsisstudien Monozyten eine stark verminderte Expression des Humanen-
Leukozyten-Antigens (HLA)-DR, ein Protein, das fiir die Priasentation exogener Peptid-Antigene

im Rahmen der erworbenen, spezifischen Immunitit verantwortlich ist [3]. Eine persistierende
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Reduzierung der monozytiren HLA-DR-Expression fiihrte zu einer Art immun-paralytischem
Zustand. Dieser wurde zuerst an organtransplantierten Patienten beobachtet (,,Immunparalyse®,
Volk et al. [33]), spéter aber auch bei intensivmedizinischen nicht-transplantierten Patienten, wo
er mit signifikant schlechterem Krankheitsverlauf und hoherer Anfilligkeit flir septische
Komplikationen einherging [8,33,34,35,36,37,38,39]. Ebenso reduziert war das Potenzial von
Monozyten, nach ex vivo LPS-Stimulation TNF-a zu produzieren, eine Féhigkeit, die man fiir
bedeutend hinsichtlich adédquater Immunreaktion auf pathogene Stimuli (zum Beispiel
Mikroorganismen) im Rahmen der unspezifischen, angeborenen Immunreaktion hélt
[34,40,41,42,43,44].

Man nimmt heute an, dass die Imbalance zwischen Immunaktivierung und Immundepression
zugunsten letzterer ursdchlich beteiligt ist an der hohen Letalitdt septischer Krankheitsverldufe,
indem wichtige Funktionen proinflammatorischer Zytokine supprimiert werden, die im Rahmen
der Abwehr des zu Grunde liegenden Infektes oder neu auftretender nosokomialer Infekte
wichtig sind, trotz der in den obigen Ausfiihrungen beschriebenen schidigenden Wirkungen. Vor
diesem Hintergrund erscheinen jene im vorherigen Abschnitt erwihnten Studien, in denen bei
Septikern beispielsweise TNF-a oder LPS geblockt wurde, in einem anderen Licht. So sei auf die
physiologische Bedeutung der proinflammatorischen Mediatoren in bezug auf Wundheilung
hingewiesen, beziehungsweise wird bei der Reparation von Organschidden durchaus eine positive
Rolle der proinflammatorischen Zytokine gesehen [7,30]. Verabreichung von Interferon (IFN)-v,
einem potenten immunstimulierenden Zytokin, fithrte in einer nicht-kontrollierten nicht-
randomisierten Pilot-Studie bei Sepsis-Patienten zu einer schnelleren Erholung der stark
erniedrigten monozytiren HLA-DR-Expression und ex vivo TNF-a-Produktion, mit deutlichen
Hinweisen fiir eine verbesserte Erholung von der Sepsis [34].

Die Herunterregulierung von monozytirem HLA-DR und die Erniedrigung der ex vivo TNF-a-
Produktion erfolgen unter anderem unter dem Einfluss von 1L-10 [41,43,45,46]. Dabei wird IL-
10 zum einen als direkte Gegenregulation im Rahmen inflammatorischer Reize gebildet. Zum
anderen wird iiber die unter ,inflammatorischen Bedingungen® aktivierte Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren (HPA)-Achse und iiber das autonome Nervensystem die IL-10-
Sekretion (vor allem in der Leber) gesteigert. Interessant scheint ferner die Tatsache, dass IL-10
sowohl durch Aktivierung des sympathischen Anteils des autonomen Nervensystems unter dem
Finfluss von Katecholaminen, als auch iiber eine Aktivierung des parasympathischen

Nervensystems (Nervus vagus) verstirkt sezerniert wird [32,47,48,49,50].
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1.2 Klinische Definitionen

Lange Zeit bereiteten unterschiedliche klinische Definitionen fiir das Vorliegen einer
systemischen Entziindungs-Antwort auf eine Infektion Schwierigkeiten. Es gab keine
eindeutigen Kriterien, wann genau man von einer ,,Sepsis* sprechen konnte; klar war, dass die
unkontrollierte systemische Infektion grofite Probleme bereitete in der Behandlung von ITS
(Intensivstations)-Patienten, sei es in Form einer primiren Infektion als Ursache fiir die
Intensivpflichtigkeit, oder in Form einer sekundéren Infektionen als Komplikation bei kritisch
Kranken. Aufgrund hoher Letalitdt, diesbeziigliche Prozentangaben lagen meist im zweistelligen
Bereich, und von Fortschritten im Verstindnis der systemischen Immunantwort als eine Art
eigenstindiges Krankheitsbild, schien der Versuch angezeigt, fiir in der Literatur hiufig
verwendete Begriffe wie zum Beispiel SIRS, Sepsis, septisches Syndrom, Septikdmie klare
Definitionen festzulegen.

Im Jahre 1992 wurde ein Bericht der ACCP/SCCM' Consensus Conference verOffentlicht, in
dem dieser Versuch unternommen wurde [4]. Die darin enthaltenen Definitionen dienten in den
folgenden Jahren in zahlreichen Studien als Grundlage fiir Patienteneinteilungen. Demnach

spricht man bei einem Patienten

e von einem ,,SIRS“, wenn mindestens zwei der folgenden vier typischen

Symptome (moglichst fiir >24h) vorliegen:

o Hyperthermie >38°C oder Hypothermie <36°C

o Herzfrequenz >90 Schldge / Minute

o Atemfrequenz >20 / Minute oder arterieller CO,-Partialdruck (Pa(CO,))
<32 mmHg

o Leukozytose >12 oder <4 GPT / L oder >10 % unreife Vorlduferzellen

e von einer ,,Sepsis®, wenn ein SIRS als Folge einer Infektion angesehen werden

kann, in Abwesenheit anderer potentieller Ursachen fiir die Symptome des SIRS

' American College of Chest Physicians / Society of Critical Care Medicine
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e von ,,Schwerer Sepsis® (,,Severe Sepsis®), wenn eine Sepsis einhergeht mit
Organdysfunktion, Hypoperfusion (zum Beispiel Laktatazidose als Zeichen fiir
0O,-Mangel in peripheren Geweben, Oligurie als Zeichen beginnender
Niereninsuffizienz, Verschlechterung des Mental-Status als allgemeines Zeichen
fiir eine Hypoperfusion des ZNS (Zentrales Nervensystem)) oder Hypotension
(systolischer Blutdruck <90 mmHg oder systolische Blutdruck-Reduktion >40
mmHg vom Ausgangswert) in Abwesenheit anderer Ursachen fiir den Blutdruck-

Abfall

e und von ,,Septischem Schock* (,,Septic Shock®) bei einer Sepsis mit arterieller
Hypotonie trotz adidquater Fliissigkeitssubstitution und Zeichen von

Organdysfunktion (sieche oben).

Das Endstadium besteht in einem ,,Multiple Organ Dysfunction Syndrome®“ (MODS) mit
Funktionseinschrinkungen mehrerer Organsysteme (zum Beispiel Lunge, Nieren, Leber) bis hin
zum Multiorganversagen (MOV), was héufig (in circa 50-60 %) in einen letalen Ausgang
miindet, wobei vor allem Vorerkrankungen und zunehmendes Lebensalter fiir ungiinstige
Krankheitsverldufe pradisponieren [51,52]. Die Verwendung von Begriffen wie ,,Septisches
Syndrom* oder ,,Septikdmie* wird nicht mehr empfohlen.

Die genannten Syndrome wurden als Krankheits-Zustinde zunehmender Schwere verstanden;
wie oben bereits erwihnt konnte eine klinische Progression vom sterilen SIRS iiber Sepsis,
Schwere Sepsis bis zum Septischen Schock in einer grofen Studie (n=3708) gezeigt werden
[27]. Bei 68 % aller auf Intensiv- und Normal-Stationen eingeschlossenen Patienten wurde die
Diagnose SIRS gestellt, von den SIRS-Patienten entwickelten 26 % eine Sepsis, 18 % eine
Schwere Sepsis und 4 % einen Septischen Schock. Die zunehmende Schwere korrelierte mit
zunehmender Organdysfunktion und der Letalitdt; letztere betrug 7 % bei Patienten mit
einfachem SIRS, 16 % bei den Patienten mit der Diagnose Sepsis, 20 % bei Patienten mit
Schwerer Sepsis und 46 % bei Patienten im Septischen Schock. Diese Zahlen unterstreichen
aullerdem die klinische Relevanz dieser Krankheitsbilder.

Obwohl iiber die Bestimmung von SIRS-Kriterien als Determinante fiir das Vorhandensein
systemischer Infektion mitunter gute Studienergebnisse erzielt wurden hinsichtlich der
Pradiktion des weiteren Krankheitsverlaufes [53,54], blieb und bleibt dennoch das Manko der
sehr unspezifischen Kriterien, die zwar hoch sensitiv sind, aber unter einer Vielzahl von

pathologischen Zustinden auftreten konnen. Im  Jahre 2001 wurde auf der
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SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS' International Sepsis Definitions Conference eine Art Bilanz der
vergangenen 10 Jahre, in denen auf der Grundlage oben angefiihrter klinischer Definitionen
gearbeitet wurde, gezogen, mit dem Ziel, diese Definitionen hinsichtlich klinischer Niitzlichkeit
und unter dem Eindruck erfolgter Fortschritte im theoretischen Verstindnis der Krankheitsbilder
zu Uberpriifen [5]. Es wurde festgestellt, dass die Einteilung auch circa 10 Jahre nach dem
Bericht der Consensus Conference prinzipiell sinnvoll sei, vor allem die Definitionen fiir Sepsis,
Schwere Sepsis und Septischen Schock entspriachen nach wie vor der klinischen Realitdt. Mit
Blick auf die Unspezifitit der Diagnose ,,SIRS* anhand der oben erwéhnten Kriterien wird
jedoch fiir die Zukunft die Notwendigkeit gesehen, zunehmend biologische Parameter anstelle
der klinischen Kriterien einzusetzen, beziehungsweise wird die Entwicklung weiterer
biologischer oder biochemischer Parameter als ein bedeutendes Ziel zukiinftiger Studien

angesehen.

1.3 Herzlungenmaschine als Initiator eines SIRS

Die Herzlungenmaschine (HLM) stellt einen kiinstlichen Ersatz von Herz und Lunge, das heif3t
des kleinen Kreislaufs inklusive dem linken Herz, dar, so dass die Funktionen des Herzens als
Kreislauf-Pumpe und der Lunge als Organ des Gasaustausches vorriibergehend ersetzt werden
(extrakorporale Zirkulation), und auf diese Weise Operationen am offenen Herzen mdglich
werden. Zu den Indikationen des HLM-Einsatzes zéhlen Herzklappenoperationen,
Bypassoperationen, Operationen thorakaler Aortenaneurysmen und Korrekturen angeborener
Herzfehler [55].

Allerdings stellt der Einsatz der HLM, zumal in Kombination mit einer Operation gréferen
Ausmalles (Herzoperation), flir den Patienten eine aullergewdhnliche, man mochte fast sagen
einzigartige Situation dar: vorrilbergehend wird der Kreislauf durch eine kontinuierliche,
gleichmdfige Pumpleistung (im Unterschied zur physiologischen pulsatilen Pumpweise des
Herzens) aufrecht erhalten, und die Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff sowie die
Wirmeregulation mit der im Rahmen der Operation notwendigen Erzeugung von Hypothermie
werden auflerhalb des Korpers vorgenommen, in den ,.kiinstlichen Gefden* der HLM, durch die
das gesamte Blutvolumen des Organismus geleitet wird. Dieser Zustand weicht stark von der
physiologischen Situation ab. Ausgehend von der grundsétzlichen Annahme, dass in der Medizin

moglichst physiologische Zustinde fiir den Koérper am gilinstigsten sind, beziehungsweise

' Society of Critical Care Medicine / European Society of Intensive Care Medicine / American College of Chest
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extreme nicht-physiologische Situationen dem Korper schaden kénnen (zum Beispiel kiinstliche
Beatmung versus frithzeitige Extubation, parenterale versus enterale Erndhrung), erscheinen die
auf den Einsatz der HLM zuriickzufiihrenden Veridnderungen (siehe unten) nicht {iberraschend.
Dem entspricht ein Zitat von Westaby aus dem Jahre 1983 [56]: ,, It would be naive to expect the
body to tolerate exposure of its total blood volume to the foreign material in the bypass circuit

. E 1
without some sort of defence response.”

Funktionsprinzip der Herzlungenmaschine

Hauptkomponenten der HLM sind die Blutpumpe, mit der kontinuierlich oder pulsatil die
Blutzirkulation aufrechterhalten wird, der Oxygenator, der mittels einer semi-permeablen
Membran eine O,-Aufnahme bei gleichzeitiger CO,-Abgabe ermoglicht, der Warmetauscher fiir
das rasche Kiihlen und Erwarmen des Perfusates und damit des Patienten, und schlieflich der
Sauger, mit dem intraoperativ aus dem Herzen abgesaugtes Blut der HLM und damit der
Zirkulation zurtickgefiihrt wird [55].

Fiir den Anschluss des Kreislaufs an die HLM wird tiber zwei Katheter, die die obere und untere
Vena cava drainieren, das vendse Blut zur HLM geleitet, wo es durch den Wiarmetauscher
gekiihlt und im Oxygenator unter CO,-Abgabe mit Sauerstoff angereichert wird. Uber einen in
der Aorta ascendens platzierten Katheter wird das Blut zuriick in den Kreislauf gefiihrt. Durch
die Kiihlung des Blutes erreicht man neben der Reduzierung von Stoffwechselvorgingen im
Korper (weniger Sauerstoffverbrauch und weniger Anfall schiadigender saurer Metabolite) eine
Abkiihlung des Herzens mit der Folge des Auftretens von Kammerflimmern. Zusitzlich wird
durch die Perfusion der Koronararterien mit einer kaliumreichen Losung iiber einen selektiv
eingebrachten Katheter eine elektromechanische Entkoppelung provoziert. Auf diese Weise wird
das Herz in einen kardioplegischen Zustand versetzt, als Voraussetzung fiir die Operation am

offenen Herzen [55].

Herzlungenmaschine und SIRS

Eine Reihe von Faktoren, die mittelbar oder unmittelbar durch den Einsatz der HLM bedingt
sind, fiihren grundsitzlich zu einer systemischen Immunaktivierung [57,58,59]. Eine wichtige
Rolle in diesem Zusammenhang spielen dabei der Kontakt des Blutes mit den korperfremden

Oberflachen des HLM-Apparates (Aktivierung von Inflammation und Gerinnung) und Ischdmie-

' Es wire naiv zu erwarten, dass der Korper den Kontakt seines gesamten Blutvolumens mit dem fremden Material

des Herzlungenmaschinen-Apparates ohne eine Art von Abwehrreaktion toleriert.
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Reperfusionsschiden infolge der Umstellung der extrakorporalen auf die physiologische
Zirkulation am Ende der Operation (Bildung von O,-Radikalen, Lipid-Peroxidation). AuBerdem
gibt es zahlreiche Hinweise fiir eine Translokalisation von Endotoxin durch die Darmmukosa ins
Blut, bedingt durch ischdmische Zustinde im Splanchnikus-Gebiet wihrend der extrakorporalen
Zirkulation [57,58,59,60,61,62].

Aquivalent zu den Ausfithrungen iiber systemische Inflammation (siehe Kapitel 1.1) kommt es
zur Sekretion einer Reihe von Zytokinen, darunter TNF-o, IL-1B, IL-2, IL-6 und IL-8.
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten fiihrt zur Produktion von reaktiven O,-Radikalen
[63] und Elastase [64], sowie zur verstirkten Expression zum Beispiel von CDI11b [61].
Aktivierte Endothelzellen exprimieren verstarkt Adhédsionsmolekiile wie zum Beispiel ICAM-1,
auBerdem wird durch die ,,inducible Nitric Oxide Synthase* (iNOS) die Produktion von NO
verstérkt [65]. Auswirkungen auf das zelluldre Immunsystem schlagen sich in einem Anstieg der
CD8-positiven und einer Verminderung der CD4-positiven T-Zellen, vor allem der TH1-Zellen
[58], nieder. Eine Gegenregulation der Entziindung findet unter anderem iiber sTNF-0-R, IL-1-
RA und IL-10 statt [57,62].

Studien, die einen Vergleich zwischen konventionellen Herzoperationen (mit HLM-Einsatz) und
Herzoperationen ohne Einsatz der HLM (,,Operation am schlagenden Herzen*) zum Gegenstand
hatten, ergaben eine signifikant stirkere Expression von Immunaktivierungsmarkern und
Adhésionsmolekiilen bei Patienten nach konventionellen Herzoperationen [66,67,68,69], ex vivo
Untersuchungen an isolierten HLM-Einheiten mit Spenderblut ergaben ebenfalls eine Erhéhung
proinflammatorischer Zytokine [61]. Dadurch wird die bedeutende Rolle der HLM bei der
Induktion einer systemischen Entziindung als zusitzlicher Trigger neben dem operativen Eingriff
unterstrichen.

Die HLM stellt fiir die Patienten einen groflen Risikofaktor dar und wird fiir den oft
komplikationstriachtigen postoperativen Verlauf (Organdysfunktionen, SIRS) mit verantwortlich
gemacht [63,65]. Die Hiufigkeit von Schwerer Sepsis nach HLM-OP liegt bei etwa 2 % (so in
einer groflen prospektiven Studie [70]), wobei insbesondere Patienten mit diversen
Vorerkrankungen wie stark reduzierter linksventrikuldrer Ejektionsfraktion, eingeschrankter
Nierenfunktion oder Lungenerkrankungen, sowie Patienten hoheren Alters einen stérker
komplikationstrachtigen Verlauf mit hoherer postoperativer Morbiditdt und Letalitit zeigen
[70,71,72,73]. Wiahrend das Risiko fiir postoperative Infektionen insgesamt mit einigen Prozent
eher gering ist, steigt es mit zunehmender Anzahl an Risikofaktoren und zunehmendem Alter auf

zweistellige Prozentwerte.
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2 PROBLEMSTELLUNG

Von groBBer Bedeutung fiir den Kliniker in der perioperativen Behandlung von Patienten ist das
moglichst frithzeitige Erkennen infektioser Komplikationen, um rechtzeitig und gezielt zum
Beispiel durch das Einleiten einer antibiotischen Therapie intervenieren zu kdnnen. In der
klinischen Praxis dienen neben allgemeinen Symptomen fiir eine Infektion (Fieber, Reduzierung
des Allgemeinzustandes) vor allem die Bestimmung des Blutbildes (Leukozytenzahl) und das
CRP als diagnostische Standardparameter. Das CRP als Marker fiir neu aufgetretene
Entziindungsreaktionen und deren Verlaufskontrolle ist aus dem klinischen Alltag derzeit nicht
wegzudenken. Allerdings sind diese Entziindungszeichen und —marker fiir die Diskriminierung
von SIRS versus Sepsis und von fortgeschrittenen Sepsis-Stadien (Schwere Sepsis, Septischer
Schock) ungeeignet; insgesamt zeichnen sie sich durch sehr geringe Spezifitdt und zum Teil
mangelnde Sensitivitdt vor allem in den Friihstadien einer Infektion aus [74,75,76]. Insofern
muss die Frage, ob es dem Marker gibt, der in der Lage ist, schwerwiegende infektiose
Komplikationen mdglichst noch vor deren klinischer Manifestation vorherzusagen, derzeit mit
einem klaren Nein beantwortet werden.

Somit darf man folgern, dass es einen grofen Bedarf an neuen, potenteren Markern gibt, die in
der Sepsis- und Entziindungsdiagnostik den konventionellen Markern {iberlegen sind. Im Bericht
der SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions Conference von 2001 (sieche
Kapitel 1.2) wurde in bezug auf die klinische Diagnose ,,SIRS“ genau diese Notwendigkeit
gedulert [5].

Kenntnisse der komplexen Zusammenhdnge zwischen immunologischer Aktivierung und
Deaktivierung im Rahmen einer systemischen Entziindungsreaktion konnen als eine wichtige
Voraussetzung fiir das Entdecken neuer Sepsis-Marker angesehen werden. Das Verstindnis
dieser Zusammenhdnge ermoglicht die Identifizierung beteiligter Mediatoren, die quantitativ
Aufschluss iiber den jeweiligen ,,Status* des Immunsystems (zum Beispiel Immunaktivierung —
Deaktivierung — Paralyse) geben konnen, was fiir die klinische Einschédtzung des Patienten
bedeutsam sein kann. Bestimmte Mediatoren kommen als immunologische Marker in Betracht
mit dem Potenzial septische Komplikationen vorherzusagen. Dies war und ist Gegenstand
intensiver Forschung. Angesichts der klinischen Relevanz infektioser und septischer
Krankheitsbilder und ihrer groen gesundheitsokonomischen Bedeutung (siche Kapitel 1.1)

erscheint dies als gerechtfertigt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine prospektive Kohortenstudie unter 81 Patienten
durchgefiihrt, die sich elektiv einem herzchirurgischen Eingriff unter Einsatz der
Herzlungenmaschine unterzogen. Erhohtes Alter (>70 Jahre) und eine stark eingeschrinkte
linksventrikuldre Pumpfunktion (<25 %) gelten als bedeutende Risikofaktoren (siche Kapitel
1.3) fiir postoperative Komplikationen (wie zum Beispiel Infektionen) und waren Voraussetzung
fiir den Einschluss der Patienten.

Die Patienten wurden vom 1. bis mindestens zum 3., wenn moglich bis zum 6. postoperativen
Tag hinsichtlich der Entwicklung postoperativer infektioser Komplikationen analysiert, und es
wurden immunologische Parameter bestimmt, die unterschiedliche Aspekte des Immunstatus

widerspiegeln:

e Als Marker fiir die Immunaktivierung dienten die Bestimmung von IL-6, total-
IL-8 (nach Erythrozytenlyse), PCT, LBP und CRP im Blutplasma, sowie die
Oberfliachenexpressionen von CD71, CD64 und CD11b auf Monozyten und CD64
und CD11b auf neutrophilen Granulozyten. Auflerdem wurde die ex vivo Elastase-

Produktion in Vollblut ermittelt.

Auf die Rolle von IL-6, IL-8, LBP, CRP, CD64, CD11b und Elastase wurde bereits in Kapitel
1.1 eingegangen. PCT (Procalcitonin) ist das Vorlduferprotein des Hormons Kalzitonin und wird
in diversen Geweben im Zuge einer systemischen Entziindung sezerniert. Als Trigger fiir die
PCT-Freisetzung fungiert insbesondere bakterielles Endotoxin [2]. Der Transferrin-Rezeptor
CD71 wird auf Makrophagen, nicht aber auf Monozyten exprimiert. Anstiege auf Monozyten
weisen auf eine Differenzierung zu Pra-Makrophagen im Rahmen erhohter systemischer
Zytokin-Spiegel hin (Ddcke et al., unverdffentlichte Daten). Die genannten Parameter waren und
sind Gegenstand zahlreicher Studien hinsichtlich ihrer Eignung als Infektions- / Sepsis-Marker
[13,14,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,28,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86,87,88,89].

Insbesondere das PCT zeigte zum Teil gute Ergebnisse bei der Diskriminierung zwischen

sterilem SIRS und Sepsis.

e Als Marker fiir die systemische Gegenregulation diente die Bestimmung von IL-
10 im Plasma, als Marker fiir eine erniedrigte Immunkompetenz wurden die
monozytire Expression von HLA-DR und von CD86 und die ex vivo TNF-a-

Produktion im Vollblut gemessen.

HLA-DR, IL-10 und die ex vivo TNF-a-Produktion wurden bereits im Kapitel 1.1 besprochen.
CD86 ist als kostimulatorisches Molekiil (Signal 2 der Immunzell-Aktivierung) auf Antigen-
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prasentierenden Zellen (APZ) der Ligand fiir T-lymphozytidres CD28. Es gibt Hinweise fiir eine
beziiglich HLA-DR &hnlich-gerichtete Regulierung, so dass es als potenzieller Infektionsmarker
geeignet schien [38,90]. Eine Assoziation der genannten Parameter mit dem klinischen Verlauf

einer Sepsis konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden [33,35,36,37,38,44,76].

e Des weiteren wurden auf mRNA-Ebene quantitativ die leukozytdren
Expressionen von IL-8, Rantes und TNF-oa (Immunaktivierung) und von IL-10,

SOCS-3 und HO-1 (Immundeaktivierung) gemessen.

Rantes ist ein chemotaktisch wirksames Chemokin, das unter LPS-Einfluss exprimiert wird
[91,92]. Allerdings wird bei Septikern eine geringere Expression beobachtet [93]. Himoxigenase
(HO)-1, ein Hitze-Schock-Protein, wird unter inflammatorischen und anderen Stress-
Bedingungen verstérkt exprimiert. Es fiihrt {iber die Bildung von Kohlenmonoxid (CO), cGMP
und Biliverdin zur Hemmung der inflammatorischen Kapazitit von Monozyten / Makrophagen,
sowie zu Verdnderungen von Endothel- und glatten Muskelzellen (Relaxation von
GefaBmuskulatur) [94,95,96,97]. Experimentelle Tierversuchsreihen zeigten in Sepsismodellen
eine wichtige protektive Rolle von HO-1 [94,98,99]. Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS)-
3 gilt als ein Mediator fiir die immunsuppressiven Effekte von IL-10 [100,101].

Durch die statistischen Auswertungen der Messergebnisse und durch Bezugsetzung der Marker
zum Auftreten des Zielereignisses (Entwicklung von Infektion im postoperativen Verlauf) sollte

folgenden Fragen nachgegangen werden:

1. Lasst sich das Modell ,,Systemische Immunaktivierung — Gegenregulation mit
Immundepression — hohe Infektanfilligkeit™ bei Risikopatienten nach

kardiopulmonalen Eingriffen unter Einsatz der Herzlungenmaschine bestétigen?

2. Gibt es neue Marker, die mit hoher Wahrscheinlichkeit postoperative infektiose

Komplikationen bei diesen Patienten vorhersagen konnen?

3. Wenn ja, haben diese Marker ein hoheres diskriminatives Potenzial hinsichtlich der
Entwicklung postoperativer infektioser Komplikationen als konventionelle Routine-

Marker wie SIRS oder CRP?

Die Frage nach der Ubertragung des theoretischen Modells auf diese Patientenpopulation dient
dazu, das Verstiandnis der immunologischen Zusammenhinge wihrend systemischer Entziindung
zu verbessern. Dies ist grundsdtzlich von Bedeutung fiir zukiinftige theoretische Fragestellungen,

sowie fiir die Entdeckung neuer klinischer Marker (siehe oben).

22



Problemstellung

Die Ergebnisse hinsichtlich der Vorhersage von Infektion konnen einen Beitrag leisten zur
Vervollstindigung des Bildes, das man derzeit von den genannten potenziellen Markern in der
Fachwelt hat. Dem Ziel der Etablierung dieser neuen Marker mit hoherer Aussagekraft im
Vergleich zu konventionellen SIRS-Kriterien und CRP kdnnte man ein Stiick ndher kommen.

Obwohl zahlreiche Arbeiten zum Immunmonitoring existieren, war eine breite Anwendung
mangels Standardisierung bislang sehr eingeschrdankt. Durch die Kalibrierung mittels
Quantibrite"-Standard-Beads bei der Bestimmung der Oberflichenmolekiile und die
Verwendung des semi-automatischen IMMULITE®-Systems fiir die Bestimmung einiger der
humoralen Faktoren wurde ein sehr hohes Mal} an Standardisierung erreicht (Interassay-Varianz
cv <8 % beziechungsweise <6 % (interne Qualitdtskontrolle, Institut fiir Medizinische
Immunologie der Charit¢ (CCM))). Erstmals in einer derartigen Studie wurde damit ein
komplexes hochstandardisiertes Immunmonitoring-Programm fiir diese Fragestellung und bei
einem solchen Patientenkollektiv gewidhlt. Damit wird eine bessere Quantifizierung des
Ausmalles, in welchem die Homdostase zwischen Inflammation und Antiinflammation bei
diesen Patienten gestort ist, moglich. Zudem wird eine wichtige Voraussetzung fiir die
Etablierung dieser neuen Marker geschaffen, und eine einheitliche Angabe von Schwellenwerten

wird moglich.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Arbeitsmaterialien

Geriite

- FACS-Calibur™-Durchflusszytometer
- IMMULITE®

- Beri-Lux Analyzer 250

- ELISA-Mess-System

- Agilent 2100 Bioanalyzer

- DNA Thermo Cycler (TC 1)

- GeneAmp 5700 Sequenz Detection System
- Megafuge 1.0

- Kiihlzentrifuge CR 422

- Mikrozentrifuge

- Brutschrank EG 110 R

- Absaugpumpe Laboport

- Pipetten

Verbrauchsmaterialien
- Blutentnahme-Monovetten
- Reaktionsgefifie

- Pipettenspitzen

- Pipettierhilfe Pipettus standard
- MicroAmp Optical Tubes

- MicroAmp Optical Caps

Biochemikalien / Reagenzien

- Anti-HLA-DR PE / Anti-CD14 PerCP-Cy5.5 - Antikorper
- Anti-CD86 PE / Anti-CD14 PerCP-Cy5.5 - Antikorper

- Anti-CD71 PE / Anti-CD14 PerCP-Cy5.5 - Antikorper

- Anti-CD64 PE / Anti-CD45 PerCP - Antikorper

- Anti-CD11b PE / Anti-CD45 PerCP - Antikorper

- FACS"-Lysing-Solution

- Zell-Lyse-Losung fiir IL-8
- PBS

- Aqua-dest

- DEPC

- PMA

- RPMI 1640 Zell-Kultur-Medium
- Mercaptoethanol

- TagMan®-Mastermix

- PCR-Primer

- PCR-Sonden

[Becton Dickinson; San Jose, USA]

[DPC Biermann; Bad Nauheim, D]

[Behring; Marburg, D]

[Anthos Labtec Instruments; Salzburg, A]
[Agilent Technologies; Waldbronn, D]
[Applied Biosystems; Rodgau-Jiigesheim, D]
[Applied Biosystems; Rodgau-Jiigesheim, D]
[Heraeus Sepatech; Osterode, D]

[Jouan; Saint Nazaire, F]

[Eppendorf; Hamburg, D]

[Jouan; Saint Nazaire, F]

[Neuberger; Freiburg, D]

[Eppendorf; Hamburg, D]

[Sarstedt; Niimbrecht, D]

[Eppendorf; Hamburg, D]

[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Greiner, Frickenhausen, D]

[Sarstedt; Niimbrecht, D]

[Hirschmann; Eberstadt, D]

[Applied Biosystems; Rodgau-Jiigesheim, D]
[Applied Biosystems; Rodgau-Jiigesheim, D]

[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Becton Dickinson; San Jose, USA]
[Milenia Biotec GmbH; Bad Nauheim, D]
[Hausapotheke Charité, Berlin, D]
[Braun; Melsungen, D]

[Sigma; Steinheim, D]

[Sigma; Steinheim, D]

[Biochrom KG; Berlin, D]

[Merck; Darmstadt, D]]

[Applied Biosystems; Rodgau-Jiigesheim, D]
[Metabion; Planegg-Martinsried, D]
[Eurogentec; Seraing, B]
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FACS-Puffer, Zusammensetzung:

- PBS [Biochrom KG; Berlin, D]
- 2 % FKS (bezogen auf Volumen) [Serva; Heidelberg, D]

- 0,1 % NaNj; (bezogen auf Masse)

NH,CI-Lyse, Herstellung von 1 Liter:

- 8,29 g NH4C1 (0,15 M) [Sigma; Steinheim, D]
-1 g KHCO; (10,0 mM) [Sigma; Steinheim, D]
- 37,2 mg Na,EDTA (0,1 mM) [Sigma; Steinheim, D]

- 800 ml Aqua-dest
- HC1/ NaOH - Titration auf einen pH von 7,2 - 7,4
- mit Aqua-dest auf 1 Liter auffiillen

Losung D, Zusammensetzung:

- tri-Natrium-Citrat-Dihydrat [Merck; Darmstadt, D]

- Guanidin-Isothiocyanat [Invitrogene GmbH; Karlsruhe, D]

- Na-Lauroylsarcosin [Sigma; Steinheim, D]

- Citrat [Sigma; Steinheim, D]

- DEPC-H,0

Test- / Reaktions-Kits

- CaliBRITE™-Beads [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- QuantiBRITE™ PE [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- IMMULITE® IL-6 / IL-8 / IL-10 / TNF-a. / LBP / CRP [DPC Biermann; Bad Nauheim, D]

- LUMITEST PCT Assay [BRAHMS Diagnostica GmbH; Berlin, D]
- ex vivo LPS-Stimulation Kit [Milenia Biotec GmbH; Bad Nauheim, D]
- PMN Elastase [Milenia Biotec GmbH; Bad Nauheim, D]
- Absolutely RNA Miniprep Kit [Stratagene; La Jolla, USA]

- RNA 6000 Nano LabChip® Kit [Agilent Technologies; Waldbronn, D]

- First Strand cDNA-Synthesis Kit [Amersham Pharmacia; Uppsala, S]
Software

-FACSComp™ [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- CellQuest™ [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- QuantiCALC™ [Becton Dickinson; San Jose, USA]

- GeneAmp 5700 Sequence Detection Software [Applied Biosystems; Rodgau-Jiigesheim, D]
- MS Office 2000 [Microsoft; Redmont, USA]

- Micrografx Designer Version 7 [iGrafx Inc.; Tualatin, USA]

- SPSS 10.0 for Windows [SPSS Inc.; Chicago, USA]

- MedCalc 6.14 Demo Version [MedCalc Software; Mariakerke, B]

- SAS Version 8 [SAS Inc., Cary, USA]

- StatXact 5 [Cytel Software Corp., Cambridge, USA]

3.2 Patienten

Von November 2000 bis Oktober 2001 wurden 97 Patienten aus dem Deutschen Herzzentrum

Berlin (DHZB) in die Studie eingeschlossen. Einschlusskriterien fiir die Studie waren ein Alter
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von mindestens 18 Jahren, elektive Operation unter Einschluss der Herzlungenmaschine und
postoperative Verlegung auf die Intensivstation. Ausgeschlossen wurden transplantierte
Patienten, Patienten mit bekannter HI'V-Infektion oder anderen immunologischen Erkrankungen,
sowie Patienten, die prdoperativ mit Kortikosteroiden behandelt wurden, dialysepflichtig waren
oder klinische Zeichen einer Infektion zeigten. Um eine Population von Patienten mit erh6htem
Risiko fiir das Auftreten fiir postoperative Komplikationen (Infektionen) zu erhalten, wurden nur
solche Patienten eingeschlossen, die mindestens 70 Jahre alt waren und/oder eine préoperative
linksventrikuldre Ejektionsfraktion von <25 % aufwiesen.

Die Studie wurde von der lokalen Ethik-Kommission genehmigt; Einverstindniserkldrungen
liegen fiir alle Patienten in schriftlicher Form vor. AuBlerdem wurden nach Beendigung der
Studie bei zehn weiteren Patienten des Deutschen Herzzentrums Berlin, die die genannten
Studien-Einschlusskriterien erfiillten, prdoperativ jeweils am Abend vor der Operation ex vivo
Elastase-Bestimmungen durchgefiihrt, um Referenzwerte fiir diesen Test zu erhalten. Hier
stimmten die Patienten jeweils miindlich zu. Des weiteren wurden RT-PCR-Kontroll-Messungen

an 8 gesunden Probanden durchgefiihrt.

3.3 Laborbestimmungen und klinische Datenerhebung

Die Oberflachenexpressionen von HLA-DR, CD86, CD71, CD64, CD11b (auf Monozyten),
CD64 und CD11b (auf neutrophilen Granulozyten), die PCT- und LBP-Plasma-Spiegel, die
total-IL-8-Spiegel nach Erythrozytenlyse sowie die ex vivo-Sekretion von TNF-o wurden
postoperativ tiglich vom 1. bis zum 3., und wenn moglich bis zum 6. Tag durchgefiihrt. Ex vivo-
Elastase-Sekretion wurde am 1. und 2. postoperativen Tag bestimmt, wéihrend die IL-6-, IL-10-
und CRP-Plasma-Spiegel sowie die leukozytiren mRNA-Expressionen von IL-8, IL-10, SOCS-
3, Rantes, TNF-a und HO-1 nur am 1. postoperativen Tag gemessen wurden.

Es sei hinzuzufiigen, dass fiir die mRNA-Expressionsbestimmungen anstatt der 81
Studienpatienten beziehungsweise der 56 klinisch ausgewerteten Patienten nur 58
beziehungsweise 41 Patienten herangezogen wurden, da bei einem Teil der Patienten zu Beginn
der Studie keine RNA-Priparation durchgefiihrt werden konnte. Grund hierfiir war die
Verwendung einer ungeeigneten Lyseldsung.

Zusitzlich wurden téglich klinische und paraklinische Daten der Patienten beziiglich des
Auftretens von Infektion erhoben, insbesondere die Vergabe von Antibiotika, SIRS-Kriterien,
mikrobiologische Befunde, Rontgen-Thoraces, vom DHZB bestimmte CRP-Werte, und andere.
Auf dieser Grundlage erfolgte die klinische Einteilung der Patienten (Kapitel 4.1).
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3.4 Durchflusszytometrische Bestimmung von Oberflichenproteinen

Grundlagen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, Zellen oder andere Partikel auf der Grundlage
von Streulicht und Fluoreszenzeigenschaften zu untersuchen (FACS™-Methode'). Dabei wird
die Suspension, in der die Zellen einzeln vorliegen miissen, durch eine Rohre geleitet und mittels
einer Mantelfliissigkeit derartig beschleunigt, dass eine laminare, nicht-turbulente Stromung
entsteht. Die Zellen gelangen einzeln nacheinander zum Messpunkt, auf den im Falle des im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten FACS-Calibur™-Durchflusszytometers ein Argon-
Laserstrahl (Wellenldnge bei 488 nm) fokussiert ist. Dadurch kommt es zur Streuung des
Lichtes, die von den physikalischen Eigenschaften der Zellen abhidngt und fiir jede Zelle einzeln
von speziellen Photomultipliern (PMTs) detektiert und in ein digitales Signal umgewandelt wird.
Es werden zum einen das Vorwirtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) detektiert, welches vor
allem von der ZellgroBe abhéngt, und zum anderen das 90°-Seitwartsstreulicht (Side Scatter,
SSC), das Aussagen iiber die innere Struktur der Zelle (Granularitidt) zuldsst. Mit diesen
Angaben ist es bereits moglich, die einzelnen leukozytiren Populationen (Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten) zu unterscheiden und in einem Diagramm (Scatterplot)
darzustellen.

Des weiteren konnen beispielsweise Antigene (Oberflichenmolekiile) einer Zellpopulation
qualitativ und quantitativ untersucht werden, indem die Zellen beziehungsweise ihre zu
untersuchenden Antigene mit fluoreszenzmarkierten spezifischen Antikorpern gefarbt werden.
Durch das Laserlicht werden die Fluoreszenzmolekiile angeregt und emittieren ihrerseits Licht
eines bestimmten Wellenldngenbereiches. Dieses wird nun in 90°-Richtung entsprechend seiner
Wellenlinge gefiltert und von zusitzlichen PMTs detektiert. Das FACS-Calibur™-
Durchflusszytometer kann iiber vier solcher PMTs (FL-1 bis -4) unter anderem die Signale von
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC, Erfassung durch FL-1, Emissionsmaximum bei 530 nm),
Phycoerythrin (PE, von FL-2 erfasst, Emissionsmaximum bei 580 nm), Peridin-Chlorophyll
(PerCP, von FL-3 erfasst, Emissionsmaximum bei 670 nm) und Allophycocyanin (APC, von FL-
4 erfasst) detektieren.

Da sich die Lichtemissionen eines Fluoreszenzfarbstoffes 1iiber einen groBeren
Wellenldngenbereich erstrecken und sich die Spektren einiger Farbstoffe {iberlappen, konnen die

Emissionen eines Farbstoffes auch von anderen als dem einen zugeordneten PMT erfasst

" FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting

27



Material und Methoden

werden. Insbesondere FL-2 erfasst neben dem PE-Signal auch Emissionen, die von FITC
ausgehen, wodurch die Messwerte verfilscht werden konnen. Dieses Problem wird elektronisch
korrigiert, was als ,,Kompensation* bezeichnet wird.

Mit der Auswertungssoftware ist es moglich, die Zellpopulationen in verschiedenen
Parameterkombinationen darzustellen und damit Aussagen iiber Subpopulationen zu machen
(Multiparameteranalyse). Dariliber hinaus kann die durchschnittliche Menge an markierten
Antikdrpern pro Zelle absolut quantifiziert werden, indem mit Hilfe synthetischer Partikel
(Beads), die eine bestimmte Anzahl an Farbstoffmolekiilen auf ihrer Oberfliche tragen, die

gemessenen Signale gemif einer Standardkurve standardisiert werden.

Durchfithrung

HLA-DR-, CD86- und CD71-Ansdtze

Zu jeweils 50 pl auf Eis gelagerten EDTA-Blutes wurden je 20 pl Antikorperlosung gegeben.
Diese enthielt PE-konjugierte Antikorper gegen das jeweilige Antigen und PerCP-CYS5.5-
konjugierte Antikorper gegen das vor allem auf Monozyten exprimierte Molekiill CD14; durch
den Cyanofarbstoff CY5.5 wird die Spezifitit des Antikdrpers fiir Monozyten zusitzlich erhoht.
Es folgte eine 30 miniitige Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur, danach wurde mit 200 g
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. AnschlieBend wurden die Erythrozyten mit 0,5 ml
FACS®-Lysing-Solution fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln lysiert, danach wurde
zentrifugiert (200 g), der Uberstand entfernt. Als letztes wurde mit 1 ml FACS-Puffer
gewaschen.

CD64- und CD11b-Ansdtze

Es wurden 50 pl auf Eis gelagertes EDTA-Blut (CD64) beziehungsweise Heparin-Blut (CD11b)
mit jeweils 20 ul Antikérperlosung gemischt, die PE-konjugierte Antikorper gegen CD64
beziehungsweise CD11b und PerCP-konjugierte Antikorper gegen CD45 als Marker fiir
Leukozyten enthielt. Die Bindung der Antikorper an die Antigene erfolgte auch hier wéihrend
einer 30 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln, danach wurde bei 200 g
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Fiir die Lyse der Erythrozyten wurde 1 ml FACS®-
Lysing-Solution hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Ein Waschschritt erfolgte nicht.

Analyse und Auswertung

Die Messung der Ansitze erfolgte mit einem FACS-Calibur™ Durchflusszytometer und der zum

Gerit gehorigen CellQuest' V-Software. An jedem Tag wurde zu Beginn der Messung eine
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Gerite-Kalibrierung mit dem Programm FACSComp™ und dem .,CaliBRITE™-Beads-Kit*
durchgefiihrt. Dabei wurden synthetische, mit den genannten Fluoreszenzmolekiilen bestiickte
Beads gemessen und die Photomultiplier-Spannungen automatisch eingestellt. AuBerdem
wurden die elektronische Kompensation und ein Empfindlichkeitstest durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde mit dem ,,QuantiBRITE™ PE-Kit“ die 1:1-Quantifizierung durchgefiihrt.
Dieser Kit enthilt vier Populationen von Beads, die jeweils mit einer bestimmten Anzahl von
PE-Molekiilen bestiickt sind. Diese wurden gemessen und die Messwerte (angegeben als
geometrische Mittelwerte) der Molekiilzahl der jeweiligen Population zugeordnet. Es folgte die
Messung der Proben. SchlieBlich konnte mit dem Programm QuantiCALC™ jede Probe
ausgewertet und die durchschnittliche Anzahl gebundener Antikorper pro Zelle angegeben
werden.

Abbildung 2 und Abbildung 3 zeigen die Erfassung der Monozyten- und Neutrophilen-
Populationen wihrend einer Messung, Abbildung 4 zeigt beispielhaft die Auswertung einer

Monozyten-Population mit QuantiCALC ™.
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Abbildung 2: Fiir die Bestimmung von HLA-DR, CD86 und CD71 wurde CD14PerCP-CY5.5 gegen den Side-
Scatter aufgetragen, um die Monozyten als ,,Events* darzustellen und ,,gaten* zu kdnnen.
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Abbildung 3: Fir die Bestimmung von CD64 und CD11b auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten wurden

die Monozyten (durchgezogene Linie) und die Granulozyten (gepunktete Linie) mit Hilfe ihrer unterschiedlichen
Eigenschaften (Granularitét und Stirke der CD45-Expression) ,,gegated, um sie jeweils gesondert auszuwerten.
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Abbildung 4: QuantiCALC™-Auswertung: Die griinen Punkte auf der Ordinate reprisentieren die mit dem
QuantiBRITE™-Kit gemessenen Geomeans, die nun der Einheit ,,Antikorper pro Zelle* zugeordnet werden konnen.
Auf den Monozyten dieses Patienten befanden sich durchschnittlich 4939 Anti-HLA-DR-Antikorper.
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3.5 Konzentrationsbestimmungen humoraler Marker mittels ELISA

Grundprinzip des ELISA anhand der ex vivo Elastase-Bestimmungen und Erweiterung des

Elastase-Messprotokolls
Bislang lagen fiir die Messung mit dem ,,Milenia-PMN-Elastase-Kit* nur Daten fiir EDTA- und

Citrat-Plasma vor, deshalb wurde zunidchst anhand von fiinf freiwilligen Probanden in einer
Versuchsreihe mit EDTA- und Heparin-Blut das Messprotokoll durchgefiihrt, zudem wurden
unterschiedliche Vorverdiinnungen der Uberstinde nach Stimulation (siehe unten) getestet . Es
stellte sich heraus, dass heparinisiertes Plasma ebenso geeignet war, und dass eine Verdiinnung
der Stimulationsiiberstdnde von 1:1000 (gegeniiber der 1:100-Verdiinnung bei der Verwendung
von Plasma gemdl3 der Anleitung des Herstellers, ohne vorherige ex vivo-Vollblut-Stimulation)
notwendig war, um Werte zu erhalten, die innerhalb des Bereiches der Standardproben lagen
(Daten nicht dargestellt).

Da die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Bestimmungen 16slicher Parameter demselben
Prinzip des ELISA gehorchen, soll dieses anhand der Messung der ex vivo Elastase-Produktion
veranschaulicht werden.

100 pul Heparin-Vollblut wurden mit 100 pl auf 1:2000 vorverdiinnter Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat (PMA)-Stock-Losung (1 mg / ml) und 300 ul RPMI 1640 Zell-Kultur-Medium gemischt
und fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde mit 1000 g zentrifugiert, und der
Uberstand bei —70°C gelagert, bis mit dem ,Milenia-PMN-Elastase-Kit* der ELISA
durchgefiihrt und die Elastase-Konzentration bestimmt wurde.

Dazu wurden gemél der Vorversuche und der Anleitung des Herstellers alle Proben auf 1:1000
verdiinnt und je 100 pl in die Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiter-Platte, deren Boden mit
Anti-Elastase-Antikorpern  beschichtet waren, aufgetragen. AuBlerdem wurde eine 1:2
Verdiinnungsreihe mit dem mitgelieferten Verdiinnungspuffer und dem Standard (1000 ng/ml)
tiber die Konzentrationen 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml, 31,25 ng/ml und 15,625
ng/ml durchgefiihrt, das letzte Glied in dieser Reihe und damit der Null-Standard war der
Probenverdiinnungspuffer. Die Mikrotiterplatte wurde fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf
einem Schiittler inkubiert, um eine Bindung der Elastase an die an den Boden der Vertiefungen
fixierten und damit immobilisierten (priméiren) Anti-Elastase-Antikorpern zu erzielen. Danach
wurde vier mal mit Waschpuffer gewaschen und 150 pl Antikorperlosung hinzugegeben, die an
Meerrettichperoxidase gekoppelte (sekundire) Antikorper gegen Elastase enthielt. Indem erneut

fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert wurde, haben sich die
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Antikorper-Elastase-Antikorper- (sogenannte ,,Sandwich*-) Komplexe gebildet, wie sie flir das
ELISA-Prinzip typisch sind (4bbildung 5). AnschlieBend wurden 200 ul der Substratlosung
hinzupipettiert, die 3,3",5,5 -Tetra-Methyl-Benzidin (TMB) enthélt. Dieses wurde wihrend einer
20 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur als Substrat farblich umgesetzt. Nach einer
Beendigung der Reaktion mit Stopp-Lésung wurde die optische Dichte bei 450 nm mit dem
luminometrischen System der Firma Anthos Labtec gemessen, die proportional zur Stirke der

Farbbildung und damit zur Konzentration an Elastase in den Proben war.

Meerrettichperoxidase +TMB —> Farbreaktion

Abbildung 5: ,,Sandwich-Komplex* bestehend aus am Boden fixierten primédren Anti-Elastase-Antikorpern, daran
gebundenen Elastase-Molekiilen und einem fliichtigen sekundéren Anti-Elastase-Antikorper, der an
Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Dieses Enzym setzt TMB als Substrat farblich um. Die Stirke der Farbreaktion
ist proportional zur Konzentration an Elastase in der Losung.

Anhand einer Standardkurve, die aus den gemessenen Standards mit den bekannten
Konzentrationen hervorging, wurden die Konzentrationen der Proben angegeben. Zusitzlich
wurden Kontroll-Proben mituntersucht, die festgelegte Elastase-Mengen enthielten, um die

Zuverléssigkeit der Ergebnisse zu tiberpriifen.

Bestimmung von IL-6, total-IL-8, Plasma-IL-10, LBP, CRP und PCT

Ein ELISA mit sehr wenig Arbeitsaufwand und hohem Standardisierungsgrad ist der halb-
automatische ,,IMMULITE®-Chemilumineszenz-Immunoassay*, mit dem die Konzentrationen
von IL-6, total-IL-8, Plasma-IL-10, LBP, und CRP bestimmt wurden. Als feste Phase enthielten
die mitgelieferten ReaktionsgefiBe kleine beschichtete Kiigelchen, und als Antikorper-
gekoppeltes Enzym fungierte die Alkalische Phosphatase.

Im Falle des IL-8 wurde zur Lyse der Erythrozyten zuvor Vollblut mit Milenia-Zell-Lyse-

Losung im Verhéltnis 1:1 versetzt. Hintergrund hierfiir ist die Tatsache, dass im Blut IL-8 von
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Erythrozyten abgebunden wird und somit durch ,,konventionelle* IL-8-Plasma-Bestimmungen
nur Sekretions-Spitzen messbar sind, die die Bindungskapazitit der Erythrozyten iibersteigt.
Durch die vorherige Lyse der Erythrozyten wird bei den IL-8-Bestimmungen neben dem
Plasma-IL-8 auch das abgebundene IL-8 erfasst (—,,total-IL-8*). In verschiedenen Messreihen
konnte gezeigt werden, dass Plasma-IL-8-Werte und total-IL-8-Werte gut korrelierten, wobei nur
das total-IL-8 regelmiBig im messbaren Bereich lag (unverdffentlichte Daten, Institut fiir
Medizinische Immunologie, CCM).

PCT wurde mit einem Kit der Firma Brahms Diagnostica und dem Luminometer ,,Beri-Lux

Analyzer 250 der Firma Behring gemil3 der Arbeitsanleitung des Herstellers gemessen.

Monozytire ex vivo TNF-o Sekretionskapazitiit

Es wurden nur die im Stimulations-Kit enthaltenen, pyrogenfreien und einzeln verpackten
Materialien (Pipettenspitzen, Reaktionsgefa3e) verwendet, um zusitzliche Stimuli fiir die TNF-
a-Bildung moglichst auszuschlieBen.

50 ul heparinisiertes, bei Raumtemperatur gelagertes Blut wurden mit 500 pul LPS-Losung (500
pg/ml) versetzt und zur Stimulation der Monozyten fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach
Zentrifugation mit 1000 g wurde der Uberstand bei —70°C gelagert, bis zur Bestimmung der
TNF-a-Konzentration der ,IMMULITE®-Chemilumineszenz-Immunoassay* durchgefiihrt

wurde.

3.6 Bestimmung der leukozytiren mRNA-Expression mittels RT-PCR

Um die Expression bestimmter Gene quantitativ untersuchen zu kénnen, ist es zuvor notwendig,
aus Zellmaterial die RNA zu préparieren und diese in cDNA umzuschreiben, da fiir RT-PCR-

Messungen nur DNA verwendet werden kann.

3.6.1 Leukozytenpriparation

Vor Beginn wurde Ammoniumchlorid-Lyse-Losung hergestellt (siche Kapitel 3.1). Aus den auf
Eis gelagerten EDTA-Monovetten wurde der zwischen der erythrozytiren Phase und der
Plasmaphase nach Zentrifugation mit 1000 g befindliche ,,Leukozytenrasen* in eine 500 pl
Pipettenspitze aufgenommen, so dass man neben Lymphozyten und Monozyten auch die
granulozytire Fraktion erhielt. Zu der Leukozytenlosung wurden 5 ml NH4Cl-Lyse gegeben und
anschlieBend fir fiinf Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde

zentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen, zentrifugiert wurde jeweils bei 250 g. Zu den
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Zellpellets wurden abschlieend 500 ul Losung D und 3,5ul Mercaptoethanol zur Auflosung der
Zellmembranen und Inaktivierung von RNAsen gegeben, und die so erhaltenen Zelllosungen

wurden bis zur RNA-Prédparation bei —70°C gelagert.

3.6.2 RNA-Priparation und Quantifizierung mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer

Die Priparation der RNA erfolgte mit dem ,,Absolutely RNA Miniprep Kit* (Stratagene) und
den darin enthaltenen Reagenzien. Zentrifugiert wurde jeweils bei 14000 g.

Die in Losung D und Mercaptoethanol gelosten Zellproben wurden zwecks Aufldsung
eventueller Zellklumpen auf einen Pré-Filter gegeben und fiir 5 Minuten zentrifugiert. Danach
wurden zum Filtrat jeweils 600 pl 70%-Ethanol hinzugegeben und fiir fiinf Sekunden gevortext.
Das Gemisch wurde auf einen RNA-Bindungsfilter gegeben, dessen Silikabeschichtung die RNA
bindet. Nach einminiitiger Zentrifugation wurde mit 600 pul Low-Salt-Wash-Puffer gewaschen
und 2 mal zentrifugiert (je eine Minute). 5 ul DNase-Losung plus 50 pul DNase-Digestion-Puffer
wurden auf den Filter gegeben und fiir 15-30 Minuten bei 37°C inkubiert, um eventuell
vorhandene Verunreinigungen mit genomischer DNA zu entfernen. AnschlieBend folgten drei
Waschschritte, mit 600 pul High-Salt-Puffer, 600 ul Low-Salt-Puffer und 300 pl Low-Salt-Puffer
(jeweils Zentrifugation fiir 1-2 Minuten). Als letztes wurde die RNA mit 60°C warmen
Elutionspuffer eluiert und entweder sofort weiterverarbeitet oder bei —70°C tiefgefroren.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem ,,RNA 6000 Nano LabChip®Kit*
unter Verwendung des Agilent 2100 Bioanalyzers. Dabei wurde jeweils 1 pl der RNA-Ldsung
auf einem Chip aufgetragen. In einer im Chip enthaltenen Kapillare wurde die RNA
elektrophoretisch aufgetrennt, und durch Fluoreszenzmarkierung (durch Zugabe des ,,Gel Dye
Mix*“) wurden die Fluoreszenzsignale zeitlich aufgelost widergegeben und in Beziehung zu einer
Standardprobe mit bekanntem RNA-Gehalt gesetzt. Auf diese Weise wurden die
Konzentrationen der 18-S und 28S-rRNA ermittelt; auBerdem erlaubte die graphische
Darstellung der Signale Riickschliisse auf die Qualitdt der RNA.

3.6.3 Reverse Transkription mit dem ,,First Strand cDNA-Synthesis Kit”

Fiir die Umschreibung der RNA in cDNA wurden 2 pl Oligo-dT-Primer-Losung mit 18 pul RNA-
Losung gemischt und bei 75°C fiir 10 Minuten zur Beseitigung von Sekundérstrukturen
vorinkubiert und danach abgekiihlt. Nach Zugabe von 8 pl First Strand Buffer, 4 pl
Dithiothreitol, 4 pul dANTP, 2 ul DNase und 0,5 pul RNase-Inhibitor erfolgte bei 37°C fiir 30
Minuten ein weiterer Verdau potenziell vorhandener genomischer DNA. Danach wurden die

Proben zur Inaktivierung der DNase fiir 5 Minuten bei 75°C erhitzt und anschlieend auf Eis
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abgekiihlt. Nun erfolgte die eigentliche Transkription durch Zugabe von 1 pul M-MLV-Reverse
Transkriptase und 1 pl RNase-Inhibitor wéhrend einer 60-miniitigen Inkubation bei 42°C.
Danach wurde das Enzym durch Inkubation bei 94°C fiir 5 Minuten inaktiviert, die Proben
entweder weiterverarbeitet oder bei —20°C gelagert.

Da trotz des zweimaligen Entfernens von DNA (wéhrend der RNA-Priparation und wahrend der
Transkription von RNA in cDNA) eine Kontamination mit genomischer DNA nicht
ausgeschlossen werden kann, wurde zu jedem Ansatz ein weiterer RT -Ansatz, bei dem keine
Reverse Transkriptase hinzugefiigt wurde, mitgefiihrt, um spéter mittels PCR und genomischer

Amplifikationsprimer solche Verunreinigungen erkennen zu konnen.

3.64 TaqMan® Real Time Reverse Transkriptase (RT) Polymerase-Kettenreaktion

Grundlagen

Ausgehend von DNA-Proben werden bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Genabschnitte /
Nukleinsdurefragmente amplifiziert, um entweder das Vorhandensein eines Gens qualitativ
nachzuweisen (konventionelle PCR), oder um die Menge an DNA-Ausgangsmaterial quantitativ
zu bestimmen (Real-Time-RT-PCR).

Analog zur Nukleinsduresynthese in vivo fungieren als ,,Ausgangsnukleotide” ein Forward-
Primer (DNA-Fragment, welches am 5°-3’-Strang bindet) und ein Reverse-Primer (am 3'-5'-
Strang bindendes Fragment). Nach Aufspaltung des DNA-Doppelstranges in seine beiden
Einzelstringe (Denaturierung) binden die beiden Primer jeweils an den Abschnitt des
komplementidren DNA-Fragmentes der préaparierten cDNA. Die Amplifikation geschieht durch
eine hitzestabile Polymerase, die an die Primer jeweils ein zum vorhandenen Strang
komplementidren neuen Strang synthetisiert (Extensionsphase). Danach werden die neu
synthetisierten Fragmente ebenfalls denaturiert, und es kommt zu einer weiteren
Extensionsphase. Es konnen zahlreiche Zyklen aufeinanderfolgen, wobei sich im Idealfall mit
jedem Zyklus die Menge der synthetisierten DNA verdoppelt (Amplifikations-Effizienz = 1).

Im Unterschied zur konventionellen PCR bindet bei der TagMan®-Real-Time-RT-PCR neben
den beiden Primern ein zusitzliches Oligonukleotid, die sogenannte TagMan®-Sonde. Diese ist
an zwei Stellen fluoreszenzmarkiert: am 5’-Ende mit einem sogenannten Reporterfarbstoff (zum
Beispiel FAM), der nach Anregung Licht mit einer Wellenldnge von 518 nm (FAM) emittiert,
und in der Néhe des 3'-Endes mit TAMRA (nach Anregung Lichtemission bei 582 nm). Durch
die raumliche Ndhe der beiden Farbstoffe zueinander (an der intakten Sonde) wird die Emission

des Reporterfarbstoffes aufgrund eines Fluoreszenz-Energietransfers (FET) durch TAMRA
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unterdriickt, TAMRA fungiert somit als Quencher. Das Enzym zur Amplifikation ist die
AmpliTaq Gold"™-DNA-Polymerase, welche zu ihrer Polymerase-Aktivitit zusitzlich eine 5'-
3’-Nuklease-Aktivitit besitzt. Dadurch wird wéhrend der Synthesephase die Sonde hydrolysiert
und damit vom 5°-3’-Strang verdringt, wenn der neu synthetisierte Strang, beziehungsweise die
AmpliTaq Gold™-DNA-Polymerase, auf die gebundene Sonde trifft, wobei von der Hydrolyse-
Aktivitdit nur die gebundene, nicht aber die (noch) ungebundene Sonde betroffen ist. Die
Konsequenz ist, dass das Signal des Reporterfarbstoffes nun nicht mehr vom Quencherfarbstoff
unterdriickt werden kann. Deshalb ist es nun moglich, mittels eines Argonlasers (488 nm) den
Reporterfarbstoff anzuregen und das Signal zu detektieren. Die Stirke des Signals ist direkt
proportional zur Menge des amplifizierten DNA-Produkts und nimmt im Verlauf der Synthese
von Zyklus zu Zyklus zu. Es hingt entscheidend von der Ausgangsmenge des entsprechenden
DNA-Fragmentes beziehungsweise von der urspriinglichen Menge an mRNA ab und wird auf
das Fluoreszenzsignal eines in der Regel konstant exprimierten Genes (House Keeping Gen)
bezogen, welches im selben RT-PCR-Lauf synthetisiert wird. Auf diese Weise kann die relative
Genexpression berechnet werden.

Abbildung 6 und Abbildung 7 geben die entscheidenden biochemischen Reaktionen wihrend

eines Zyklus grafisch wieder.
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Abbildung 6: Beginn der Polymerisation. An den am 3’-Ende gebundenen Primer synthetisiert die Taq®-
Polymerase einen komplementéren neuen Strang. Durch die intakte Sonde wird das Reportersignal vom Quencher
durch FET unterdriickt.
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Abbildung 7: StoBt die Taqg®-Polymerase auf die in der Néhe des Primers gelegene Sonde, wird diese durch die
5'3’-Exonukleaseaktivitdt der Polymerase hydrolysiert, so dass das Reportersignal nun nicht mehr unterdriickt wird
und nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm) detektiert werden kann.

Durchfiihrung

Alle Ansétze wurden zur Optimierung der Genauigkeit der Ergebnisse als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Fiir einen Ansatz wurden 1 pl cDNA, 1 pl Sonde, 6 pl Primermix (Forward- und
Reverse-Primer in entsprechendem Verhéltnis, siehe Kapitel 3.6.5) und 4,5 pul Aqua dest in ein
ReaktionsgefdB3 (Optical Tube) pipettiert. AuBerdem wurden 12,5 pl Mastermix hinzugefiigt, der

aus folgenden Komponenten besteht:

e die AmpliTaq Gold™-DNA-Polymerase

e dNTPs (Nukleotidtriphosphatmolekiile) mit Adenin, Guanin, Cytosin und Uracil als

Basen

e Uracil-N-Glycosylase (UNG) zum Verdau eventuell vorhandener PCR-Produkte

(Carry-over-Kontaminationen) an der Stelle des Uracils

e MgCl,: Koenzym der Polymerase und Unterstiitzung des Quenching-Effektes durch

Beeinflussung der Sekundérstruktur der Sonde

e ROX als passiver Referenzfarbstoff: indem das normalisierte Reportersignal (Quotient
aus der Emissionsintensitdt des Reporterfarbstoffes und der des passiven

Referenzfarbstoffes) angegeben wird, werden unspezifische Einfliisse wie
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Konzentrationsédnderungen wegen Schwankungen des Volumens (Pipettierfehler)

teilweise ausgeglichen

Als Housekeeping-Gen wurde ein Panel fiir Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(HPRT) eingesetzt. Um die Proben auf Kontaminationen mit genomischer DNA zu untersuchen,
wurden flir jedes Panel No Template Controls (NTCs, Negativ-Kontrollansdtze ohne cDNA)
angesetzt, sowie fiir jede cDNA eine RT-Probe mit einem kreuzreaktiven Histone-Panel,

welches genomische DNA detektiert. Tabelle 1 gibt die Sequenzen der verwendeten Panel an.

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden.

Panel Sequenzen

HPRT Sonde 5'-TTT-CAC-CAG-CAA-GCT-TGC-GAC-CTT-GA-3’
forward 5’-AGT-CTG-GCT-TAT-ATC-CAA-CAC-TTC-G-3’
reverse 5’-GAC-TTT-GCT-TTC-CTT-GGT-CAG-G-3’

Histone  Sonde 5’-GCA-AGT-GAG-GCC-TAT-CTG-GTT-GGC-CTT-T-3"
forward  5"-CCA-GAG-CGC-AGC-TAT-CGG-T-3’
reverse 5’-CAC-GTT-TGG-CAT-GGA-TAG-CAC-3’

IL-8 Sonde 5’-ACT-GCA-CCT-TCA-CAC-AGA-GCT-GCA-GAA-ATC-3’
forward  5"-CTA-AGT-TCT-TTA-GCA-CTC-CTT-GGC-AA-3’
reverse 5’-TGA-CTT-CCA-AGC-TGG-CCG-T-3"

IL-10 Sonde 5'-AAA-GAA-AGT-CTT-CAC-TCT-GCT-GAA-GGC-ATC-TCG-3’
forward  5"-CAA-GTT-GTC-CAG-CTG-ATC-CTT-CAT-3"
reverse 5’-GGC-AAC-CTG-CCT-AAC-ATG-CTT-3"

TNF-a Sonde 5’-TGT-AGC-CCA-TGT-TGT-AGC-AAA-CCC-TCA-AGC-3’
forward  5-TCT-CGA-ACC-CCG-AGT-GAC-AA-3’
reverse 5’-TCA-GCC-ACT-GGA-GCT-GCC-3’

HO-1 Sonde 5"-TGC-TCA-ACA-TCC-AGC-TCT-TTG-AGG-AGT-TG-3’
forward 5"-GAA-GAG-GCC-AAG-ACT-GCG-TTC-3’
reverse 5"-TGG-TCC-TTG-GTG-TCA-TGG-GT-3’

Rantes Sonde 5’-CAA-CCC-AGC-AGT-CGT-CTT-TGT-CAC-CC-3’
forward  5-TTT-CTA-CAC-CAG-TGG-CAA-GTG-CT-3’
reverse 5’-GCA-CAC-ACT-TGG-CGG-TTC-TT-3’

SOCS-3  Sonde 5’-CCA-GCG-CCA-CTT-CTT-CAC-GCT-CAG-3’
forward  5’-CTT-TCT-GAT-CCG-CGA-CAG-CT-3’
reverse 5’-TCA-CAC-TGG-ATG-CGC-AGG -T-3’

Die TagMan®-Liufe wurden mit dem ,GeneAmp 5700 Sequence Detection System™
durchgefiihrt. Dies ist ein Thermocycler, der maximal 96 Reaktionsansdtze nach einem
bestimmten Programm zu erhitzen und abzukiihlen vermag und dadurch die biochemischen

Reaktionen ermdglicht. Dabei wird der Strahl eines Argon-Lasers (Wellenlinge von 488 nm)
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iiber einen Multiplexer auf die Proben geleitet, so dass die Reportermolekiile (FAM), die in den
Synthesephasen eines Laufes durch die Hydrolyse der Sonden frei werden, angeregt werden. Thr
emittiertes Licht wird nun mittels einer CCD-Kamera in ein digitales Signal umgewandelt. Ein

TagMan®-Lauf besteht aus vier Schritten:

1. Zuerst wird fiir 2 Minuten bei 50°C der UNG-Verdau durchgefiihrt.

2. Dann wird fiir 10 Minuten auf 95°C erhitzt, um die UNG zu inaktivieren und

dTM

gleichzeitig die AmpliTaq Gold "-DNA-Polymerase zu aktivieren.

3. Als drittes wird fiir 15 Sekunden bei 95°C die cDNA denaturiert und fiir 60
Sekunden bei 60°C das Annealing (Andocken der Primer und Sonden) und die
Extension (Synthese durch die Polymerase) durchgefiihrt. Dieser Schritt wird 40
mal wiederholt (40 Zyklen)...

4. ...bis die Proben bei 4°C gekiihlt werden, und der PCR-Lauf damit beendet wird.

Ausgewertet wurde mit der zugehorigen Software ,,GeneAmp 5700 Sequence Detection
Software*, welche die normalisierten Reportersignale der einzelnen Ansitze im Verlauf der 40
Zyklen angibt. Dabei wurde fiir jede Probe diejenige Zyklenzahl bestimmt, bei der erstmalig ein
statistisch signifikantes Signal iiber dem Grundrauschen (unspezifisches Basissignal, zu Beginn
eines PCR-Laufes einziges Signal) detektiert werden konnte: der Threshold Cycle (Cr). Dieser
gibt somit an, wie vieler Amplifikationszyklen es bedurfte, um messbare Mengen an Produkt zu
erhalten. Die Crs der Doppelansitze durften zwecks Messgenauigkeit um nicht mehr als einen
halben Zyklus (C1<0,5) voneinander abweichen, ansonsten wurde der Ansatz wiederholt. Fiir die
weiteren Berechnungen wurden jeweils die arithmetischen Mittelwerte verwendet.

Bei einem Ct>35 war die Ausgangskonzentration der cDNA derart gering, dass eine Messung
unter Umstédnden nicht mehr reproduzierbar gewesen wiére und somit von den Auswertungen
ausgeschlossen wurde.

Zur Berechnung des dimensionslosen Ergebnisses fiir ein Zielgen wurde zunéchst die Differenz
zwischen dem Cr der interessierenden Sequenz und von HPRT bestimmt (ACy). Da die Panel fiir
eine Real-Time-RT-PCR so konstruiert werden, dass die Effizienzen bei anndhernd 1 liegen, gilt
entsprechend den Ausfiihrungen von Livak und Schmittgen [102]:

Ergebnis (auf ein Housekeeping-Gen normalisierte und zu einer Kontrollprobe relativierte Gen-

Expression) = 2440,
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3.6.5 Etablierung eines Panels

Ein TagMan®-Panel beinhaltet die erwdhnten Primer (Forward- und Reverse-Primer) und die
Sonde der zugehorigen mRNA. Ein Primer besteht aus 18 bis 28 Basen, der GC-Gehalt soll circa
50 % betragen, es soll moglichst keine Poly-T-Bereiche geben. Zur Vermeidung / moglichst
geringen Bildung von Dimeren soll nur eine geringe Komplementaritit zwischen beiden Primern
bestechen. Man bevorzugt wegen der erhohten Reinheit HPLC-gereinigte Primerldsungen.

Folgende Kriterien sollten beim Design einer Sonde beachtet werden:

e die Lénge sollte circa 20 bis 30 Basen betragen

das 5’-Ende sollte sich in relativer Ndhe (mdglichst 4 bis 5, hochstens 50 Basen) zum

3’-Ende des Primers befinden

o der Guanin/Cytosin-Gehalt sollte 40 bis 60 % betragen, wobei der Anteil des Cytosins

tiber dem des Guanins liegen sollte
e die Schmelztemperatur muss 5 bis 10°C iiber der der Primer liegen

e cs sollten nicht mehr als drei selbige Basen hintereinander liegen, insbesondere keine

Poly-Gs

e am 5’-Ende (Ort des Reporterfarbstoffes) sollte wegen des quenchenden Einflusses

kein Guanin stehen

e Komplementaritit zwischen Sonde und Primern sollte zur Verhinderung von

Bindungen vermieden werden

AuBerdem sollte die Sonde direkt mittig liber die Exongrenzen gelegt werden, da auf diese
Weise die Kreuzreaktivitidt mit genomischer DNA verhindert wird. Die Lénge des Amplikons
sollte circa 70-110 Basenpaare lang sein, da mit zunehmender Amplikonldnge die Effizienz der
PCR stark abnimmt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Etablierung eines Panels fiir SOCS-3 (ab Primertitration) zu
Ende gefiihrt. Nachdem im Vorfeld die entsprechenden Sequenzen gemidB den genannten
Kriterien herausgesucht und weitere Ubereinstimmungen mit dem humanen Genom
ausgeschlossen worden waren, waren sie bei der Firma Metabion (Primer) beziehungsweise
Eurogentec (Sonde) zur Synthese in Auftrag gegeben worden.

Zur Bestimmung der optimalen Primerkonzentrationen fiir das SOCS-3-Panel wurde eine

Titration der Primer mit jeweils 50 nM, 300 nM und 900 nM durchgefiihrt, und diejenige
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Kombination mit dem frithesten Ct und der hochsten Fluoreszenz ermittelt. Zur Bestimmung der
Effizienz der Amplifikation mit diesem Panel wurde eine Verdiinnungsreihe von fiir SOCS-3
stark positiver cDNA angefertigt, wobei in vier Stufen die cDNA jeweils auf ein Viertel
verdiinnt wurde. Mit diesem cDNA-Material wurde daraufhin ein PCR-Lauf mit dem SOCS-3-
Panel und mit HPRT als Housekeeping-Gen durchgefiihrt. Es wurde in einem
Koordinatensystem der Threshold Cycle gegen den Logarithmus der ¢cDNA-Verdiinnungen
aufgetragen und durch lineare Regression eine Standardkurve erstellt. Da der Betrag der
Steigung unter 0,01 lag, wurden die Effizienzen von HPRT und SOCS-3 fiir in etwa gleich (=1)

angenommen.

3.7 Exploratorische Analyse (deskriptive Statistik) und Interferenz-Statistik

(konfirmatorische Analyse)

Die Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mit SPSS 10.0, MedCalc 6.14 Demo
Version, SAS, StatXact, MS Excel, Micrografx Designer und MS PowerPoint. Es wurden
Boxplots mit Angabe der Mediane, der 75% (Qo)- und der 25% (Qu)-Perzentilen und der
inneren  Eingrenzung  (Qo+1,5%(Qo-Qu)  beziehungsweise  Qu-1,5%(Qo-Qu))  ohne
Beriicksichtigung der Ausreifler dargestellt. Aufgrund der schiefen Verteilung der Merkmale
wurden nonparametrische Tests fiir nicht-normalverteilte Stichproben angewendet: ausgehend
von einem Signifikanzniveau von 0=0,05 wurden zur Untersuchung auf Parameterunterschiede
zwischen Patientengruppen der Kruskal-Wallis- und bei dessen Signifikanz der Mann-Whitney-
U-Test durchgefiihrt.

Fiir die Beziehungen der Parameter untereinander wurden nonparametrische Varianzanalysen
durchgefiihrt, zusdtzlich wurden Korrelationskoeffizienten nach Spearman fiir nicht normal-
verteilte Merkmale ermittelt.

Fiir die Auswertung der Marker beziiglich ihrer diskriminativen Aussagekraft — Entwicklung
versus keine Entwicklung von Infektion — wurden Receiver Operating Characteristics (ROC)-

Kurven erstellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Kilinische und paraklinische Einteilung der Patienten

Von den 97 eingeschlossenen Studienpatienten wurden nach Ende der Studie diejenigen mit
einer Studien-Evaluationszeit von weniger als drei Tagen (n=16) ausgeschlossen, um ein
Monitoring der Immunmarker zumindest iiber drei Tage auswerten zu konnen, so dass die
Studienpopulation aus 81 Patienten bestand.

Fir die klinische Auswertung der Studie wurden weitere 25 Patienten herausgenommen,
entweder weil die Patienten iiber die allgemein iibliche Dauer hinaus eine prophylaktische
antibiotische Behandlung erfuhren (>48 Stunden, n=13), oder weil einer antibiotischen
Behandlung keine eindeutigen klinischen Zeichen einer Infektion zuzuordnen waren,
beziehungsweise weil klinische Infektionszeichen ohne antibiotische Behandlung vorlagen
(n=12). In Abbildung & ist der Ausschluss der Patienten, ausgehend von den 97 initial

eingeschlossenen Patienten, zusammengefasst.

16 Patienten
mit einer
Evaluationszeit
<3 Tage
klinizche Einteil
97 Risikopatienten £ 81 Studien- 56 klimisch m mieimg
cingeschlossen | | patienten | L |susgewertete
) L Patienten paraklinische Einteilung
25 Patienten klinisch
nicht eindeutig
gruppicrbar

Abbildung 8: Studienpatienten. Von urspriinglich 97 eingeschlossenen Patienten wurden 56 klinisch ausgewertet.

Die verbleibenden 56 Patienten wurden klinisch in drei Gruppen eingeteilt: A) Patienten ohne
Infektion (n=33, 59 %), B) Patienten mit klinischen und paraklinischen Zeichen einer Infektion
ohne Erregernachweis (Patienten mit vermuteter Infektion, n=14, 25 %) und C) Patienten mit
Infektion, die mikrobiologisch bestitigt werden konnte durch den Nachweis eines klinisch
signifikanten Keimes (n=9, 16 %).

Patienten ohne Infektion erhielten eine perioperative antibiotische Infektionsprophylaxe von bis

zu 48 Stunden, ohne dass sich bei diesen Patienten Zeichen einer Infektion zeigten. Patienten mit
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vermuteter Infektion waren solche Patienten, bei denen eine antibiotische Therapie von den
behandelnden Arzten aufgrund von klinischen Verdachtszeichen angesetzt wurde. AuBerdem
mussten bei diesen Patienten mindestens zwei positive SIRS-Kriterien vorliegen
(Korpertemperatur >38°C oder <36°C, Herzfrequenz >90 / Minute, Atemfrequenz >20 / Minute
oder Pa(CO,) <32 mmHg oder Anschluss an ein Beatmungsgerit, Leukozyten im Blut >12000
oder <4000 / pl) [4], und dazu mindestens eines der folgenden Kriterien: Anforderung von
mikrobiologischen Kulturen, eitrige Trachealabsaugung, bronchopulmonare Infiltration im
Rontgen-Thorax-Bild, starker Anstieg des CRP oder besonders starker Anstieg der
Blutleukozyten (CRP und Leukozyten wurden vom DHZB routinemifig bestimmt). Im Falle
von fehlenden Informationen iiber die Atemfrequenz wurde nur ein positives SIRS-Kriterium
akzeptiert und der Patient / die Patientin in eine der Gruppen mit Infektion eingeteilt.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung der Patienten auf die drei klinischen Gruppen,
Tabelle 3 gibt die Erreger und die Orte des Erregernachweises bei den Patienten mit

mikrobiologisch bestétigter Infektion an (Gruppe C).

Tabelle 2: Alter (Mediane und Bereiche), Geschlecht, Beobachtungszeit und Todesfille in den drei
Patientengruppen.

A: ohne Infektion B: Verdacht auf Infektion  C: bestétigte Infektion
n= 33 14 9
Alter 74 (42-86) 74 (53-79) 76 (61-81)
Geschlecht m/f 22/11 6/8 3/6
Beobachtungszeit
Tage 1-3 17 2 1
Tage 1-4 12 3 2
Tage 1-5 3 3 0
Tage 1-6 6 6
Todesfille 0 0 0

Tabelle 3: Gruppe C: Kultur-positive Patientengruppe. Material und nachgewiesene Keime.

Material n= nachgewiesene Mikroorganismen, jeweils

Escherichia coli, Blastomyces, Neisseria und Candida albicans,
Trachealsekret 5  Enterococcus und Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae und
Blastomyces

Broncho-Alveolar-Lavage (BAL) 1  Haemophilus parainfluenzae und Streptococcus viridans

Sputum 1  Blastomyces

Sternum, Wunde 1 Staphylococcus Koagulase negativ

sowohl BAL als auch Blut 1 Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus und Blastomyces (BAL),
(Zentraler Venenkatheter) Enterococcus faecalis und Pseudomonas aeruginosa (Blut)
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Eine paraklinische Patienteneinteilung beriicksichtigte den Grad der Immunaktivierung
frithzeitig nach der Operation und wurde in Beziechung zur monozytiren HLA-DR-Erholung im
6-tdgigen postoperativen Verlauf gesetzt. Dafiir wurden die 56 ausgewerteten Patienten
entsprechend der Uber-/ Unterschreitung von Schwellenwerten in den Immunparametern total-
IL-8, PCT und Plasma-IL-10 am Tag 1 (siche Kapitel 4.6.1) in jeweils 2 Gruppen eingeteilt, und
der Verlauf der HLA-DR-Expression wurde ausgewertet.

4.2 Werte der gemessenen Parameter

Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6 geben die Mediane und die 25%- und 75%-Perzentilen aller
gemessenen Parameter in den drei Patientengruppen wider.

Da fiir die ex vivo Elastase-Produktion und fiir die mRNA-Untersuchungen noch keine
Normalwerte bekannt waren, wurden diese zundchst an einer Population von 10 pridoperativen
Patienten, die die Studieneinschlusskriterien erfiillten (fiir die ex vivo Elastase-Produktion),

beziehungsweise an 8 gesunden Probanden (fiir die mRNA-Untersuchungen) ermittelt.
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Tabelle 4: Mediane (sowie 25%- und 75%-Perzentile) der gemessenen 16slichen Faktoren und ex vivo
Stimulationstests in den 3 Patientengruppen, sowie die ex vivo Elastase-Produktion bei 10 praoperativen Patienten.
In den Infektionsgruppen (Gruppen B und C) sind signifikant unterschiedliche Werte im Vergleich zur Gruppe A
fett dargestellt. Die ex vivo Elastase-Werte der 10 praoperativen Patienten sind signifikant niedriger als die
Patientenwerte.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
n=33 n=33 n=33 n=16 n=4 n=1
5
IL-10 (pg/ml) (5-6)
Gruppe A 374 292 312 320 230
(ke“‘e. PCT (pg/ml) (326-782) (204-753) (182-619) (149-542) (168-373) 284
Infektion) LBP (ugim) 17,1 243 244 20,7 25,7 243
He (14,821,8)  (20,9-284)  (21,5-30,7)  (18,1-24,1)  (192-32.2) :
206 180 137 138 129
total-L-8 (pg/ml) (165-259) (163235  (108-182)  (113-176)  (128-169) 157
5.8
CRP (mg/dl) “487.7)
38,6
IL-6 (pg/ml) (27.2-67,0)
ex vivo Elastase 183 164 . . . . . .
(ng/ml) (131-214) (131-203) ex vivo Elastase bei 10 praoperativen Patienten: 116 (79-131)
ex vivo TNF-a 291 352 360 409 523 367
(pg/ml) (238-355) (301-411) (299-476) (231-549) (474-561)
n=14 n=14 n=14 n=12 n=9 n=6
Neuinfektionen 3 6 4 1 0 0
IL-10 (pg/ml 6.1
Gruppe B -10 (pg/ml) (5-7.6)
(vermutete PCT (pg/ml) 729 585 662 706 1008 339
Infektion) (193-5769)  (349-3753)  (307-2557)  (285-2048)  (753-1613) (244-987)
LBP (ug/ml) 18,1 27,7 23,5 22,9 20,7 15,4
He (15-20,4) (21,8-28.8)  (20431,7)  (19,8264)  (16,8-334)  (14,7-22.8)
total-IL-8 (pg/ml) 310 314 275 253 460 217
PE (191-610) (249-675) (200-347) (178-456) (174-1027) (122-518)
6,3
CRP (mg/dl) (5.97.2)
425
IL-6 (pg/ml) (354-73.7)
ex vivo Elastase 248 273
(ng/ml) (225-314) (203-329)
ex vivo TNF-a 409 449 272 374 359 330
(pg/ml) (290-645) (360-620) (172-419) (305-454) (317-671) (229-407)
=9 =9 =9 =8 =6 =6
Neuinfektionen 3 2 1 0 1 2
Gruppe C IL-10 (pg/ml 9,0
(mikrobiell o oem (6,5-17.9)
bestiti PCT (pg/ml) 1518 2077 1021 698 439 331
estatigte pg (1277-3690)  (931-2244)  (284-1402)  (656-1395)  (343-1206)  (318-1020)
Infektion) LEP (ugal) 13,6 20,6 16,8 16,1 20,6 21,8
He (12-17,7) (16,1-24,8)  (142-28,5)  (13,3-27.9) (15,4-49) (15,6-32,3)
total-IL-8 (pg/ml) 345 363 252 223 404 427
PE (258-498) (303-469) (177-370) (161-386) (311-459) (351-488)
6,6
CRP (mg/dl) 627.0)
38,2
IL-6 (pg/ml) (22,1-54,5)
ex vivo Elastase 203 203
(ng/ml) (147-248) (164-273)
ex vivo TNF-a 224 234 259 282 197 158
(pg/ml) (212-249) (207-279) (136-311) (185-473) (111-208) (115-277)
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Tabelle 5: Mediane (sowie 25%- und 75%-Perzentile) der Oberflichenexpressionen in den 3 Patientengruppen. In
den Infektionsgruppen (Gruppen B und C) sind signifikant unterschiedliche Werte im Vergleich zur Gruppe A fett

dargestellt.
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
n=33 n=33 n=33 n=16 n=4 n=1
auf Monozyten
6092 5144 6348 7132 8245
Gruppe A HLA-DR (AR/Zelle) 5451 7059)  (3892-6118)  (4913-8033)  (4867-10524)  (5898-11560) 7235
. 2019 2022 2260 2171 2490
iki“l‘(i_ ) CD36 (AK/Zelle) (1840-2311)  (1762-2332)  (2045-2581)  (1777-2448)  (2147-2524) 2024
niektion
2035 1881 2130 1896 1727
CD71 (AR/Zelle) (18742147)  (1698-2073)  (1887-2379)  (1676-2146)  (1703-1853) 1855
21468 19943 20297 19019 19030
CD64 (AK/Zelle) (19078 23206) (17104-24103) (17110-22557) (15940-21630) (19015-19068) 20078
15630 15681 16948 19078 22307
CDIb (AK/Zelle) 1957 18490) (11261-19866) (15430-22360) (12017-24918) (18376-25454) 1388
auf Neutrophilen
131 1612 1415 903 775
CD64 (AK/Zelle) (908-1590)  (1184-2350)  (1133-1949)  (747-1388)  (626-854) 998
6244 5238 5217 6785 5742
CDUDb (AK/Zelle) 4730 7650)  (4118-6056)  (4430-7191)  (4942-7855)  (4999-6344) 3767
n=14 n=14 n=14 n=12 n=9 n=6
Neuinfektionen 3 6 4 1 0 0
auf Monozyten
4164 3529 4120 4557 4716 6568
Gruppe B HLA-DR (AK/Zelle) (3713-6703)  (3108-4635)  (3072-5281)  (3542-8642)  (2635-6525)  (5603-8318)
(vermutete CD86 (AK/Zelle) 1921 1930 2015 2028 1909 2191
Infektion) (1809-2264)  (1818-2174)  (1947-2177)  (1870-2326)  (1683-2296)  (2014-2787)
1921 1989 2245 2187 1862 2052
CD71 (AK/Zelle) (1650-2744)  (1902-2174)  (2032-2414)  (1927-2407)  (1637-1919)  (1990-2550)
20748 21410 16821 21126 22610 23294
CD64 (AK/Zelle) 19038 77508) (17678-24096) (15255-22922) (15265-24952) (16375-23148) (13517-27921)
19236 16333 17078 17089 15440 21998
CDUDb (AK/Zelle) (4546 00135) (14373-18316) (10956-19043) (13406-21689) (11908-17755) (14890-26745)
auf Neutrophilen
1334 2462 1911 1407 1179 1208
CD64 (AK/Zelle) 916-1917)  (1322-2730)  (1238-2609)  (1254-2098)  (1002-2464)  (825-1459)
5720 4873 5427 4954 5488 7261
CDUb (AK/Zelle)  4910/6808)  (4280-5982)  (3729-5031)  (4581-5970)  (4768-7460)  (5485-8502)
-9 -9 -9 " -6 -6
Neuinfektionen 3 2 1 0 1 2
auf Monozyten
Gruppe C 4718 3489 3449 5786 3788 3412
(mikrobiell HLA-DR (AK/Zelle) 3576 5300)  (2363-6361)  (3011-5111)  (3354-6836)  (2724-4645)  (2724-5403)
s 1915 1799 2020 2208 2017 2057
?e;tiifgte CD36 (AK/Zelle) (1800-2040)  (1704-2038)  (1933-2132)  (2049-2226)  (1857-2059)  (1876-2137)
nfektion) CD71 (AK/Zello) 2213 2054 2247 2120 2229 1975
(1836:2223)  (1901-2365)  (2041-2689)  (2042-2284)  (2045-2721)  (1900-2109)
24247 20342 21468 18744 20168 20971
CD64 (AR/Zelle)  17990-25263) (19122-22880) (15651-22860) (16769-22588) (18409-22511) (19156-21996)
14458 14152 15984 15414 15126 12313
CDIIb (AR/Zelle) 11653 15507) (11097-15021) (14498-19129) (13069-20479) (12174-15514) (11077-14548)
auf Neutrophilen
1339 22 2152 1653 1470 1759
CD64 (AK/Zelle) O11-1694)  (1351-2818)  (1920-2856)  (1106-2160)  (865-2007)  (1355-1954)
6325 5339 5129 7067 7521 8520

CD11b (AK/Zelle)

(5125-6784)

(4521-6568)

(4319-7465)

(5279-7890)

(6418-9493)

(6555-8600)
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Tabelle 6: Mediane (sowie 25%- und 75%-Perzentile) der leukozytdren mRNA-Expressionen am Tag 1 in den 3
Patientengruppen, sowie bei 8 Probanden (jeweils normalisiert auf HPRT). Diejenigen Probandenwerte, die sich
signifikant von den Patientenwerten unterschieden, sind fett dargestellt.

IL-8 (274¢M)

IL-10 (27¢M)

S0Cs-3 (24T

Rantes (272“™")

HO-1 (27M)

TNF-o 27D

0,07 (0,03-0,11)
0,03 (0,02-0,05)
0,87 (0,28-1,98)
6,8 (4,0-12,1)
1,53 (1,13-2,74)

0,33 (0,20-0,56)

0,11 (0,06-0,18)
0,04 (0,02-0,05)
0,36 (0,26-1,62)
44 (2,9-6,7)
1,51 (1,03-2,99)

0,34 (0,22-0,45)

0,11 (0,06-0,15)
0,06 (0,04-0,13)
1,64 (1,11-2,02)
3,14 (2,27-4,72)
3,08 (2,11-6,56)

0,4 (0,24-0,59)

Gruppe A Gruppe B Gruppe C gesunde
(keine Infektion) (vermutete (mikrobiell Probanden
Infektion) bestitigte Infektion)
n=24 n=13 n=4 n=8

0,47 (0,21-0,96)
0 (0-0,01)
0,23 (0,13-0,39)
31,9 (24,0-38,2)
1,09 (0,95-1,71)

0,60 (0,31-1,07)

4.3 Untersuchung des gesamten Patientenkollektivs beziiglich

Immunaktivierung / Immundeaktivierung

4.3.1 Erhohung von Immunaktivierungsmarkern in allen Patientengruppen

Alle Patientengruppen zeigten postoperativ vor allem am ersten Tag eine allgemeine
Immunaktivierung, erkennbar an erhohten Werten fiir total-IL-8, LBP (4bbildung 9 und
Abbildung 10), CRP und IL-6 (Daten nicht dargestellt), im Vergleich zu Referenzwerten des
Instituts fiir Medizinische Immunologie der Charité (CCM). Im Gegensatz zu den erhéhten total-
IL-8-Spiegeln zeigten die Studienpatienten gegeniiber gesunden Probanden eine signifikant
erniedrigte leukozytdre IL-8-mRNA-Expression (Mann-Whitney, p<0,01, Abbildung 11).
AuBerdem fand eine Aktivierung der neutrophilen Granulozyten statt, was sich aus den erh6hten
Werten der ex vivo Elastase-Sekretion im Vergleich zu 10 pridoperativen Patienten (Mann-
Whitney, p<0,01, Abbildung 12) und der CD64-Expression auf Neutrophilen (Daten nicht
dargestellt) im Vergleich zu Referenzwerten ergibt. Die leukozytire mRNA-Expression von
Rantes war im Vergleich zu gesunden Probanden stark erniedrigt (Mann-Whitney, p<0,01,
Abbildung 13). Die leukozytire TNF-a-mRNA-Expression zeigte keine Unterschiede zwischen
Patienten und Probanden (Daten nicht dargestellt).
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total-TL-8-Spiegel in den 3 Patientengruppen,
jeweils Tag 1-6
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Abbildung 9: Erhohte total-IL-8-Spiegel (nach Erythrozytenlyse) in allen Patientengruppen, vor allem am ersten
postoperativen Tag, gegeniiber Referenzwerten. Verglichen mit der Patientengruppe ohne Infektion ergaben sich
signifikant erh6hte Werte fiir Patienten mit Verdacht auf Infektion an den Tagen 1-4, sowie fiir Patienten mit
bestitigter Infektion an den Tagen 1-5 (Kruskal-Wallis, Tage 1, 4 und 5 p<0,05, Tage 2 und 3 p<0,01; Mann-

Whitney, Gruppe B versus A Tag 1 p<0,05, Tage 2 bis 4 p<0,01, Gruppe C versus A Tage 1 und 4 p<0,05, Tage 2, 3
und 5 p<0,01).

LBP-Plasma-Spiegel in den 3 Patientengruppen,

jeweils Tag 1-6
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Abbildung 10: Gleichermaflen erhdhte LBP-Plasma-Spiegel in allen Patientengruppen im Vergleich zum
Referenzbereich, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen.
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IL-8-mRNA-Expression in den 3 Patientengruppen

am Tag 1 und bei Probanden
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Abbildung 11: Verminderte leukozytire IL-8-mRNA-Expression aller drei Patientengruppen im Vergleich zu
gesunden Probanden (Mann-Whitney, p<0,01). Signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen bestanden
nicht.

ex vivo Elastase in den 3 Patientengruppen
am Tag 1 + 2 und prioperativ
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auf Inf, Inf.

Abbildung 12: Signifikant erhohte ex vivo Elastase-Produktion in allen Patientengruppen im Vergleich zu 10
préoperativen Patienten (Mann-Whitney, p<0,01). Patienten mit Verdacht auf Infektion (nicht dagegen Patienten mit
bestitigter Infektion) zeigten signifikant erhohte Werte an beiden gemessenen Tagen im Vergleich zu Patienten
ohne Infektion (Kruskal-Wallis, Tag 1 p<0,05, Tag 2 p<0,01; Mann-Whitney, Gruppe B versus A Tage 1 und 2
p<0,01).
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Rantes-mRNA-Expression in den 3 Patienten-
gruppen am Tag 1 und bei Probanden
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Abbildung 13: Stark erniedrigte leukozytdre Rantes-mRNA-Expression aller drei Patientengruppen im Vergleich zu
gesunden Probanden (Mann-Whitney, p<0,01). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Patientengruppen.

4.3.2 Immundeaktivierung / Immundepression in allen Patientengruppen

Als Zeichen fiir eine Immundepression waren in allen drei Patientengruppen die monozytdren
Expressionen von HLA-DR und CD86 erniedrigt (Abbildung 14 und Abbildung 15), sowie die ex
vivo TNF-a-Sekretion (Daten nicht dargestellt), jeweils im Vergleich zu Referenzwerten des
Instituts fiir Medizinische Immunologie der Charit¢ (CCM). Ebenso waren auch die IL-10-
Plasma-Werte in vielen Proben aller drei Patientengruppen erhoht, was aber aufgrund der
unteren Nachweisgrenze von 5 pg/ml statistisch nicht signifikant war (4bbildung 16). Die
Messung der leukozytiren IL-10-mRNA-Expression ergab prinzipiell ein Bild dhnlich dem der
IL-10-Plasma-Spiegel (Abbildung 17), mit signifikant erhohten Werten aller Patienten gegentiber
den gesunden Probanden (Mann-Whitney, p<0,01). Damit einhergehend war in allen
Patientengruppen die mRNA-Expression von SOCS-3 erhoht (Mann-Whitney, p<0,05,
Abbildung 18), wihrend die HO-1-mRNA-Expression keine Unterschiede zeigte (Daten nicht

dargestellt).
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HILA-DR-Expression auf Monozyten in den
3 Patientengruppen, jeweils Tag 1-6
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Antikérper / Zelle

Abbildung 14: Erniedrigte monozytire HLA-DR-Expression in allen Patientengruppen verglichen mit
Referenzwerten. Im Vergleich zu Patienten ohne Infektion zeigten Patienten mit Verdacht auf Infektion signifikant
erniedrigte Werte an den Tagen | und 3, Patienten mit bestétigter Infektion zusétzlich am Tag 5 (Kruskal-Wallis,
Tage 1 und 3 p<0,01, Tag 5 p<0,05; Mann-Whitney, Gruppe B versus A Tag 1 p<0,05, Tag 3 p<0,01, Gruppe C
versus A Tage 1, 3 und 5 p<0,01).

CD86-Expression auf Monozyten in den
3 Patientengruppen, jeweils Tag 1-6
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Abbildung 15: Erniedrigte monozytire CD86-Expression in allen Patientengruppen im Vergleich zu
Referenzwerten. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen.

51



Ergebnisse

IL-10-Plasma-Spiegel in den
3 Patientengruppen am Tag 1
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Abbildung 16: Erhohte IL-10-Plasma-Werte bei Patienten mit bestétigter Infektion im Vergleich zur
Patientengruppe ohne Infektion (Kruskal-Wallis, p<0,05; Mann-Whitney, p<0,05). Inwieweit auch die Gruppe ohne

Infektion {iber dem Referenzlimit lag, 14sst sich aufgrund der unteren Nachweisgrenze von 5 pg/ml nicht eindeutig
sagen.

IL-10-mRNA-Expression in den 3 Patientengruppen
am Tag 1 und bei Probanden
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Abbildung 17: Erhohte leukozytire IL-10-mRNA-Expression aller drei Patientengruppen im Vergleich zu gesunden
Probanden (Mann-Whitney, p<0,01). Die Patientengruppe mit bestétigter Infektion zeigte tendenziell hhere Werte
als Patienten ohne Infektion, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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SOCS-3-mRNA-Expression in den 3 Patientengruppen
am Tag 1 und bei Probanden
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Abbildung 18: Erhohte leukozytire SOCS-3-mRNA-Expression aller drei Patientengruppen im Vergleich zu
gesunden Probanden (Mann-Whitney, p<0,05). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Patientengruppen.

4.4 Paraklinische Patientengruppen: Immunaktivierung und HLA-DR-
Erholung

Eine Korrelationsanalyse zwischen den Immunaktivierungsmarkern total-IL-8 und PCT und dem
antiinflammatorischen Zytokin IL-10 im Plasma am Tag 1 auf der einen Seite und der
monozytiren HLA-DR-Expression im 6-tigigen postoperativen Verlauf auf der anderen Seite
zeigte grundsitzlich eine inverse, wenn auch schwache Korrelation zwischen den genannten
Markern und HLA-DR. Signifikante inverse Korrelationen ergaben sich zwischen total-1L-8 am
Tag 1 und HLA-DR wéhrend des gesamten 6-tidgigen Beobachtungszeitraumes. PCT am Tag 1
korrelierte mit HLA-DR an den Tagen 2, 3 und 5, Plasma-IL-10 an den Tagen 2 und 3. Es
errechnete sich beispielsweise fiir Plasma-IL-10 am Tag 1 und der HLA-DR-Expression an den
Tagen 2 und 3 ein Korrelationskoeffizient nach Spearman von —0,4, fiir total-IL-8 am Tag 1 und
HLA-DR an den Tagen 2 und 3 von unter -0,5, jeweils flir p<0,01. In Tabelle 7 sind

diesbeziiglich alle signifikanten Korrelationen und ihre Koeffizienten zusammengestellt.

53



Ergebnisse

Tabelle 7: Signifikante Korrelationen zwischen Tag 1-Werten von total-IL-8, PCT und Plasma-IL-10 und der
monozytiren HLA-DR-Expression an den Tagen 1-6.

HLA-DR auf Monozyten

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
Korrelationskoeffizient nach Spearman
total-IL-8 Tag 1 k=-0,35* k=-0,53** k=-0,54** k=-0,39*% k=-0,75** k=-0,67*
PCT Tag 1 / k=-0,36*  k=-0,35%* / k=-0,62** /
Plasma-IL-10 Tag 1 / k=-0,40** k=-0,41%* / / /
#p<0,05
**p<0,01
Diesen Ergebnissen entsprechen die Auswertungen der paraklinischen

Immunaktivierungsgruppen, die auf der Grundlage der Uber- / Unterschreitung von
Schwellenwerten in den Immunmarkern total-IL-8, PCT und Plasma-IL-10 am Tag 1 (siehe
Kapitel 4.6.1) gebildet wurden. Es zeigte sich, dass bei Patienten mit einer ausgeprigten
Aktivierung des Immunsystems am Tag 1 eine verzogerte ,,Erholung® der Immunkompetenz
stattfand. Patienten mit erhdhten total-IL-8- und PCT-Plasma-Spiegeln am Tag 1 (>322
beziehungsweise >650 pg/ml) zeigten einen signifikant niedrigeren Verlauf der monozytiren
HLA-DR-Expression =~ wdhrend der  6-tdgigen  postoperativen  Beobachtungsdauer
(nonparametrische Varianzanalyse, p<0,01 fiir total-IL-8, beziehungsweise p<0,05 fiir PCT,
Abbildung 19 und Abbildung 20). In dhnlicher Weise beeinflussten erhohte Plasmawerte von IL-
10 am Tag 1 den postoperativen Verlauf der HLA-DR-Expression; erhohte IL-10-Werte gingen
mit einem signifikant niedrigerem HLA-DR-Verlauf einher (nonparametrische Varianzanalyse,

p<0,05, Abbildung 21).
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HLA-DR-Expression auf Monozyten Tag 1-6
beziiglich total-IL-8 am Tag 1
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Abbildung 19: Signifikant niedrigere HLA-DR-Expression im 6-tdgigen postoperativen Verlauf bei erhdhten total-

IL-8-Spiegeln am Tag 1 (nonparametrische Varianzanalyse, p<0,01).
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Abbildung 20: Signifikant niedrigere HLA-DR-Expression im 6-tdgigen postoperativen Verlauf bei erhohten PCT-

Werten am Tag 1 (nonparametrische Varianzanalyse, p<0,05).
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HLA-DR-Expression auf Monozyten Tag 1-6
beziiglich Plasma-1L-10' am Tag 1
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Abbildung 21: Signifikant niedrigere HLA-DR-Expression im 6-tigigen postoperativen Verlauf bei erhohten
Plasma-IL-10-Spiegeln am Tag 1 (nonparametrische Varianzanalyse, p<0,05).

4.5 Differenzierte Untersuchung der verschiedenen klinischen

Patientengruppen

4.5.1 Immunaktivierung bei Patienten mit postoperativer Infektion

Patienten mit Infektion zeigten generell eine stirkere Immunaktivierung. Unter den
entsprechenden Markern fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den drei
Patientengruppen (Patienten ohne Infektion (A), Patienten mit Verdacht auf Infektion (B),
Patienten mit bestétigter Infektion (C)) fiir total-IL-8, PCT, ex vivo Elastase und CD64-
Expression auf Neutrophilen (Kruskal-Wallis; total-IL-8 Tage 1, 4 und 5 p<0,05, Tage 2 und 3
p<0,01, PCT Tage 1, 2 und 4 p<0,05, ex vivo Elastase Tag 1 p<0,05, Tag 2 p<0,01, CD64 auf
Neutrophilen Tage 4 und 5 p<0,05).

In den Gruppen B und C im Vergleich zur Gruppe ohne Infektion zeigten sich signifikant
erhohte total-IL-8-Werte an den Tagen 1 bis 4, in der Gruppe mit bestétigter Infektion zusédtzlich
am Tag 5 (Mann-Whitney, Gruppe B versus A Tag 1 p<0,05, Tage 2 bis 4 p<0,01, Gruppe C
versus A Tage 1 und 4 p<0,05, Tage 2, 3 und 5 p<0,01, Abbildung 9). PCT-Plasma-Spiegel
waren in der Gruppe mit bestétigter Infektion an den Tagen 1, 2 und 4, in der Gruppe mit

Verdacht auf Infektion am Tag 2 signifikant erhoht gegeniiber der Patientengruppe ohne
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Infektion (Mann-Whitney, Gruppe C versus A Tag 1 p<0,05, Tage 2 und 4 p<0,01, Gruppe B
versus A Tag 2 p<0,05, Abbildung 22).
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Abbildung 22: Erhohte PCT-Plasma-Spiegel in den Patientengruppen mit Infektion (Gruppen B und C) im Vergleich
zu Referenzwerten. Verglichen mit der Patientengruppe ohne Infektion ergaben sich signifikant erhohte Werte
sowohl fiir Patienten mit Verdacht auf Infektion (Tag 2), als auch fiir Patienten mit bestdtigter Infektion (Tage 1, 2
und 4) (Kruskal-Wallis, Tage 1, 2 und 4 p<0,05; Mann-Whitney, Gruppe C versus A Tag 1 p<0,05, Tage 2 und 4
p<0,01, Gruppe B versus A Tag 2 p<0,05).

Die ex vivo Elastase-Produktion war in der Gruppe mit vermuteter Infektion an beiden
gemessenen Tagen gegeniiber der Gruppe ohne Infektion signifikant erhoht, wihrend die Gruppe
mit bestdtigter Infektion keine erh6hten Werte zeigte (Mann-Whitney, Gruppe B versus A Tage
1 und 2 p<0,01, Abbildung 12). Die hohere neutrophile Aktivierung unter den Patienten mit
Infektion wurde sowohl durch die genannten Elastase-Ergebnisse als auch durch eine signifikant
erhohte Expression von CD64 am Tag 5 (Gruppe C) beziehungsweise an den Tagen 4 und 5
(Gruppe B) widergespiegelt (Mann-Whitney, jeweils fiir p<0,05, Daten nicht dargestellt).

Wihrenddessen war LBP an allen sechs gemessenen Tagen (4bbildung 10) sowie IL-6 und CRP
am Tag 1 (nicht dargestellt) in allen drei Patientengruppen ohne signifikante
Gruppenunterschiede gleichermaflen erhoht. Auch ergaben die Expressionen von CD71, CD64
und CDI1b auf Monozyten sowie von CDI1b auf Neutrophilen keine signifikanten
Gruppenunterschiede (nicht dargestellt), ebenso wie die leukozytdiren mRNA-Expressionen von

IL-8 (4bbildung 11), Rantes (Abbildung 13) und TNF-a (nicht dargestellt).
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4.5.2 Immundeaktivierung bei Patienten mit postoperativer Infektion

Des weiteren zeigten Patienten mit Infektion im Vergleich zu der Patientengruppe ohne Infektion
eine ausgepragtere Depression des Immunsystems. Signifikante Unterschiede zwischen den
Patientengruppen ergaben sich fiir die monozytire HLA-DR-Expression, die ex vivo TNF-a-
Produktion und das Plasma-IL-10 (Kruskal-Wallis; HLA-DR Tage 1 und 3 p<0,01, Tag 5
p<0,05, ex vivo TNF-a Tage 2 und 3 p<0,01, IL-10 Tag 1 p<0,05). Fiir die HLA-DR-Expression
ergaben sich an den Tagen 1 und 3 (Gruppe B) beziehungsweise 1, 3 und 5 (Gruppe C)
signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur Patientengruppe ohne Infektion (Mann-Whitney,
Gruppe B versus Gruppe A Tag 1 p<0,05, Tag 3 p<0,01, Gruppe C versus A Tage 1, 3 und 5
p<0,01, Abbildung 14). Die ex vivo TNF-a Produktion war an den Tagen 2 und 3 in der Gruppe
mit bestétigter Infektion signifikant erniedrigt (Mann-Whitney, p<0,01, Daten nicht dargestellt),
wihrend CD86 keinerlei Gruppenunterschiede aufwies (4bbildung 15). 1L-10-Plasma-Spiegel
am Tag 1 waren in der Gruppe mit bestétigter Infektion signifikant erhoht (Mann-Whitney,
p<0,05, Abbildung 16). Auf mRNA-Ebene zeigte sich ein dhnliches Bild mit einer Tendenz zu
hoheren Werten in der Gruppe mit bestétigter Infektion (4bbildung 17), allerdings erreichten
diese keine statistische Signifikanz, vermutlich weil die Fallzahl der mRNA-Bestimmungen zu
gering war (sieche Kapitel 3.3). Auch die mRNA-Expression von SOCS-3 ergab keine
signifikanten Gruppenunterschiede (4bbildung 18), sowie die mRNA-Expression von HO-1
(nicht dargestellt).

4.6 ROC-Analysen

4.6.1  Marker beziiglich postoperativer Infektion (Gruppe B und C)

Um Marker zu erhalten, die zwischen Patienten ohne und jenen Patienten mit Infektion im 6-
tdgigen postoperativen Verlauf (sowohl Gruppe B als auch C) moglichst frithzeitig (am Tag 1
postoperativ) diskriminieren konnen, wurden Analysen auf der Grundlage von Receiver
Operating Characteristics (ROC)- Kurven durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass am Tag 1 das
monozytire HLA-DR der Marker mit dem groBten Diskriminierungspotenzial war, mit einer
Fliche unter der ROC-Kurve (AUC") von 0,75 (95%-Konfidenz-Intervall (CI) von 0,62 bis 0,86
fiir p<0,01). Die AUC von Plasma-IL-10 betrug 0,68 (95%-CI von 0,53 - 0,80 fiir p<0,05)

(Abbildung 23). Die Immunaktivierungsmarker inklusive der ex vivo Elastase zeigten zum Teil

! Area under the Curve
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ebenfalls ein gutes Diskriminierungspotenzial. Total-IL-8 und PCT am Tag 1 kamen auf eine
AUC von 0,73 beziehungsweise 0,68 (95%-CI von 0,57 bis 0,88 beziehungsweise 0,52 bis 0,85
fiir p<0,01 beziehungsweise p<0,05), ex vivo Elastase erreichte 0,72 (95%-CI von 0,58-0,84 fiir
p<0,01) (4bbildung 24).

Dagegen konnten konventionelle Infektionszeichen und —marker entweder nicht signifikant
zwischen Patienten mit versus ohne Infektion unterscheiden (CRP, mit einem 95%-CI von 0,42-
0,73, Abbildung 25), beziehungsweise ergaben mindestens 2 positive SIRS-Kriterien am Tag 1
nur eine AUC von 0,66 (95%-CI von 0,52-0,81 fiir p<0,05, nicht dargestellt).
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Abbildung 23: ROC-Kurven der Tag 1-Werte von monozytirem HLA-DR und Plasma-IL-10 beziiglich des
Auftretens einer Infektion (vermutet (Gruppe B) oder bestétigt (Gruppe C)) im postoperativen Verlauf. Die AUC

von HLA-DR war mit 0,75 unter allen gemessenen Markern am hdchsten. Plasma-IL-10 erreichte eine AUC von
0,68.
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Abbildung 24: ROC-Kurven der Tag 1-Werte von Immunaktivierungsmarkern beziiglich des Auftretens einer
Infektion (vermutet (Gruppe B) oder bestétigt (Gruppe C)) im postoperativen Verlauf. Die AUCs betrugen 0,73 fiir
total-IL-8, 0,68 fiir PCT und 0,72 fir ex vivo Elastase.
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Abbildung 25: ROC-Kurve der Tag 1-Werte von CRP beziiglich des Auftretens einer Infektion (vermutet (Gruppe
B) oder bestitigt (Gruppe C)) im postoperativen Verlauf. Die AUC lag lediglich bei 0,58 und war aufgrund des
asymptotischen Konfidenzintervalls von 0,42-0,73 nicht signifikant fiir p<0,05.
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Mit Hilfe der ROC-Kurven wurden Schwellenwerte der Marker am Tag 1 ermittelt, die eine
optimale Kombination von Sensitivitit und Spezifitdt fiir das Auftreten von Infektion wéihrend
der 6-tigigen Beobachtungsdauer ergaben. Eine monozytire HLA-DR-Expression von 4718
AK- (Antikorper-) Bindungsstellen /Zelle als bester Einzelmarker zeigte eine Sensitivitit von
0,57 und eine Spezifitit von 0,88. Ein total-IL-8-Cutoff von 322 pg/ml erreichte dhnliche Werte.
Besonders hohe Spezifitit erreichte die Kombination von HLA-DR und total-IL-8: alle
Patienten, die am Tag 1 sowohl eine erniedrigte monozytire HLA-DR-Expression <4718
AK/Monozyt, als auch erhdhte total-IL-8-Plasmaspiegel >322 pg/ml aufwiesen (n=8), waren als
Patienten mit (bestdtigter oder vermuteter) Infektion eingestuft worden. Auf dieser Basis wurden
auBerdem die positiv und negativ pridiktiven Werte und das relative Risiko fiir das Uber-
beziehungsweise Unterschreiten der Schwellenwerte bestimmt. 7abelle § fasst diese

Informationen zusammen.

Tabelle 8: AUC, Sensitivitét (Sens.), Spezifitit (Spez.), positiv pradiktiver Wert (PPV), negativ pradiktiver Wert
(NPV) und Relatives Risiko (RR) von Markern am Tag 1 beziiglich postoperativer Manifestation von Infektion
(vermutet (Gruppe B, n=14) oder bestitigt (Gruppe C, n=9)) im 6-tdgigen postoperativen Verlauf. Auflerdem sind
entsprechende Werte fiir Markerkombinationen angegeben: fiir das Uber- beziehungsweise Unterschreiten von
mindestens 2 Schwellenwerten der 3 Marker HLA-DR auf Monozyten, total-IL-8 und ex vivo Elastase, sowie von
sowohl HLA-DR UND total-IL-8. Im Vergleich dazu die Darstellung von mindestens 2 positiven SIRS-Kriterien am
Tag 1, sowie von CRP.

AUC (95%-CI) Schwellenwert ~ Sens. (95%-CI) Spez. (95%-CI) PPV NPV RR

FEinzelmarker
HLA-DR auf Monos 0,75 (0,62-0,86) <4718 AK/Zelle 0,57 (0,34-0,77) 0,88 (0,72-0,97) 0,76 0,74 2,98
Plasma-IL-10 0,68 (0,53-0,80) >5,6 pg/ml 0,67 (0,43-0,85) 0,74 (0,55-0,88) 0,64 0,77 2,73
total-IL-8 0,73 (0,57-0,88)  >322 pg/ml 0,52 (0,30-0,74) 0,93 (0,77-0,99) 0,85 0,73 3,13
PCT 0,68 (0,52-0,85)  >650 pg/ml 0,65 (0,43-0,84) 0,73 (0,54-0,87) 0,63 0,75 2,5
ex vivo Elastase 0,72 (0,58-0,84)  >203 ng/ml 0,64 (0,41-0,83) 0,74 (0,55-0,88) 0,64 0,74 247
Markerkombinationen

2 von 3en: HLA-DR und/oder total-IL-8

und/oder ex vivo Elastase 0,55 (0,32-0,76) 0,88 (0,71-0,96) 0,75 0,74 2,85

HLA-DR UND total-IL-8 0,38 (0,18-0,62) 1 (0,88-1) 1 0,69 3,23
Routinemarker
CRP 0,58 (0,42-0,73)*  (>5,84 mg/dl)

pos. SIRS-Kriterien 0,66 (0,52-0,81)  mindestens2 0,83 (0,61-0,95) 0,45 (0,28-0,64) 0,51 0,79 2,44

*— kein signifikantes diskriminatives Potenzial von CRP am Tag 1
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4.6.2  Marker beziiglich bestitigter postoperativer Infektion (Gruppe C)

Des weiteren wurden ROC-Analysen durchgefiihrt, die die diskriminative Aussagekraft der
Marker eingeschrinkt auf die Gruppe mit bestétigter Infektion (nur Gruppe C) untersuchen
sollten. Dafiir wurde die Patientengruppe mit Verdacht auf Infektion von den Auswertungen
ausgeschlossen. Es zeigte sich, dass HLA-DR auf Monozyten am Tag 1 mit einer AUC von 0,85
(95%-CI von 0,73 bis 0,96 fiir p<0,01) die hochste diskriminative Aussagekraft erreichte,
wihrend Plasma-IL-10 am Tag 1 eine AUC von 0,76 aufwies (95%-CI von 0,55 bis 0,96 fiir
p<0,05). Die Immunaktivierungsmarker total-IL-8 und PCT kamen auf 0,76 (95%-CI von 0,59
bis 0,88 fiir p<0,05) und 0,77 (95%-CI von 0,62 bis 0,89 fiir p<0,05). CRP (AUC von 0,55, 95%-
CI von 0,34-0,75) und SIRS-Kriterien (AUC von 0,62, 95%-CI von 0,43-0,81) konnten jeweils
nicht signifikant zwischen Patienten ohne und jenen mit bestétigter Infektion unterscheiden.

In Tabelle 9 finden sich Berechnungen zu Sensitivitit, Spezifitdt, positiv und negativ priadiktiven
Werten und Relativem Risiko bei Uber- beziehungsweise Unterschreiten von optimierten
Schwellenwerten, die analog zu den obigen Ausfiithrungen mit Hilfe der ROC-Kurven ermittelt

wurden.

Tabelle 9: AUC, Sensitivitit, Spezifitdt, positiv pradiktiver Wert, negativ pradiktiver Wert und Relatives Risiko von
Markern am Tag 1 beziiglich bestdtigter Infektion (Gruppe C, n=9). Patienten mit Verdacht auf Infektion wurden
von dieser Analyse ausgeschlossen.

AUC (95%-CI)  Schwellenwert Sens. (95%-CI) Spez. (95%-CI) PPV NPV RR

HLA-DR 0,85 (0,73-0,96) <5792 AK/Zelle  1(0,66-1) 0,67 (0,48-0,82) 045 1 >99
Plasma-IL-10 0,76 (0,55-0,96) >7,3 pg/ml 0,75 (0,35-0,97) 0,84 (0,66-0,95) 0,55 093 7,64
total-1L-8 0,76 (0,59-0,88) >322 pg/ml 0,56 (0,21-0,86) 0,93 (0,77-0,99) 0,71 0,87 5,54
PCT 0,77 (0,62-0,89) >965 pg/ml 0,78 (0,40-0,97) 0,79 (0,61-0,91) 0,5 0,93 7
CRP 0,55 (0,34-0,75)*
SIRS 0,62 (0,43-0,81)*

*— kein signifikantes diskriminatives Potenzial

4.6.3 Marker am Tag 1 beziiglich Infektion ab Tag 2 (Gruppe B und C)

Wihrend in den bisherigen Auswertungen die Entwicklung einer Infektion im 6-tdgigen
postoperativen Verlauf global und ohne Beriicksichtigung des Zeitpunktes ihres Auftretens
untersucht wurde, sollte in einer weiteren Analyse das diskriminative Potenzial der Marker

mindestens 24 Stunden vor dem Auftreten dieses Zielereignisses bestimmt werden. Dafiir
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wurden diejenigen 6 Patienten von den Auswertungen ausgeschlossen, die bereits am ersten
postoperativen Tag infektiose Komplikationen entwickelt hatten (3 Patienten mit Verdacht auf
Infektion und 3 Patienten mit bestdtigter Infektion (siehe Neuinfektionen in Tabelle 4 | Tabelle
5), und es wurden die Marker am Tag 1 hinsichtlich des Auftretens von Infektion zwischen Tag
2 und Tag 6 (vermutet oder bestétigt) ausgewertet.

Von allen gemessenen Parametern einschlieBlich SIRS und CRP zeigten lediglich das
monozytidre HLA-DR und die ex vivo Elastase-Produktion signifikante Unterschiede am Tag 1
zwischen Patienten mit einem unkomplizierten postoperativen Verlauf und jenen Patienten, die
ab dem Tag 2 bis zum 6. postoperativen Tag Infektionen entwickelt hatten (Mann-Whitney,
p<0,05 fiir HLA-DR und Elastase, Abbildung 26 und Abbildung 27). ROC-Analysen ergaben fiir
das HLA-DR eine AUC von 0,72 (95%-CI von 0,58-0,84 fiir p<0,05), fiir die ex vivo Elastase-
Produktion eine AUC von 0,68 (95%-CI von 0,53-0,81 fiir p<0,05) fiir die Entwicklung einer
Infektion. Optimierte Schwellenwerte, die mit Hilfe der ROC-Kurven ermittelt wurden, betrugen
fiir die HLA-DR-Expression 4342 AK / Zelle und fiir die ex vivo Elastase-Produktion 203 ng/ml;
auf dieser Basis durchgefiihrte Berechnungen zu Sensitivitdt, Spezifitit, positiv und negativ

pradiktiven Werten und dem Relativen Risiko liefert Tabelle 10.

HLA-DR-Expression auf Monozyten am
Tag 1 beziiglich Infektion ab Tag 2

15000
12000
4
E’ signifikante Unterschiede
- 95000 — T zur Gruppe ohne Infektion
o
£ -
%‘ 6000
3000 — 1
D L} w
keine Infektion
Infektion ab Tag 2

Abbildung 26: Signifikant niedrigere monozytire HLA-DR-Expression am Tag 1 bei Patienten mit Infektion
(Gruppe B und C) zwischen Tag 2 und Tag 6 (Mann-Whitney, p<0,05).
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ex vivo Elastase-Produktion am Tag 1
beziiglich Infektion ab Tag 2

500

signifikante Unterschiede
- zur Gruppe ohne Infektion
300

ng/ml

200

100

keine Infektion
Infektion ab Tag 2

Abbildung 27: Signifikant hohere ex vivo Elastase-Produktion am Tag 1 bei Patienten mit Infektion (Gruppe B und
C) zwischen Tag 2 und Tag 6 (Mann-Whitney, p<0,05).

Tabelle 10: AUC, Sensitivitét, Spezifitét, positiv pradiktiver Wert, negativ pradiktiver Wert und Relatives Risiko
von HLA-DR auf Monozyten und ex vivo Elastase am Tag 1 beziiglich Infektion ab Tag 2 (vermutet (Gruppe B)
oder bestitigt (Gruppe C)). Patienten mit Infektion am Tag 1 wurden von dieser Analyse ausgeschlossen (n=6).

AUC (95%-CI) Schwellenwert Sens. (95%-CI) Spez. (95%-CI) PPV NPV RR

HLA-DR 0,72 (0,58-0,84) <4342 AK / Zelle 0,53 (0,28-0,77) 0,91 (0,76-0,98) 0,75 0,79 3,56
ex vivo Elastase 0,68 (0,53-0,81) >203 ng/ml 0,56 (0,30-0,80) 0,74 (0,55-0,88) 0,53 0,77 2,27
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S DISKUSSION

Kardiochirurgische Eingriffe unter Einsatz der Herzlungenmaschine fiihren unter dem Einfluss
zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren im allgemeinen zu einer postoperativen
systemischen Aktivierung des Immunsystems. Dieser Zustand, der klinisch unter dem Bild eines
SIRS imponiert und per se zu Organschidden fithren kann, geht mit einer systemischen
Gegenregulation der Entziindung einher (CARS), um eine lberschieBende Inflammation zu
begrenzen. Die Folge kann in einer ausgeprigten Depression des Immunsystems bis hin zur
Immunparalyse bestehen, die den Organismus anféllig macht fiir sekundire Infektionen. Diese
wiederum konnen unter Umstinden bis hin zum Septischen Schock und zum Multi-
Organversagen fiihren.

Aufgrund der klinischen Relevanz infektioser / septischer Krankheitsbilder und ihrer
gesundheitsokonomischen Bedeutung ist es fiir den Kliniker von gréfter Wichtigkeit, infektiose /
septische Komplikationen vor allem bei kritisch Kranken und nach groen Operationen
frithzeitig mit Hilfe geeigneter Labormarker zu diagnostizieren. Dafiir ist das Verstindnis der
immunologischen Grundlagen von Inflammation und Antiinflammation eine wichtige
Voraussetzung.

In einer prospektiven Kohortenstudie unter Risikopatienten nach kardiochirurgischen Eingriffen

sollte untersucht werden, ob

1. das Modell ,,systemische Immunaktivierung — Gegenregulation mit Immundepression
— hohe Infektanfilligkeit™ auf die genannte Patientenpopulation iibertragen werden

kann,

2. es neue Marker gibt, die mit hoher Wahrscheinlichkeit postoperative infektiose

Komplikationen bei diesen Patienten friihzeitig vorhersagen konnen,

3. eventuelle neue Marker ein hoheres diskriminatives Potenzial hinsichtlich der
Entwicklung postoperativer infektioser Komplikationen haben als konventionelle

Routine-Marker wie SIRS oder CRP.

Die Ergebnisse zeigen, dass Risikopatienten nach kardiochirurgischen Eingriffen unter Einsatz
der Herzlungenmaschine postoperativ eine ausgeprigte systemische Immunaktivierung

aufweisen, die sich in einer allgemeinen Erhdhung der gemessenen Immunaktivierungsmarker
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niederschldgt (unter anderem total-IL-8 und ex vivo Elastase-Produktion). Die systemische
Immunaktivierung geht einher mit einer Deaktivierung und Depression des Immunsystems,
erkennbar an erhohten Werten fiir Plasma-IL-10 und stark erniedrigten Werten vor allem fiir die
monozytire HLA-DR-Expression. Mit zunehmender Auspriagung pradisponieren diese Zustidnde
fiir eine hohe Anfilligkeit fiir infektiose Komplikationen, was die Auswertung der klinischen
Patientengruppen ergab. Das Modell ,,systemische Immunaktivierung — Gegenregulation mit
Immundepression — hohe Infektanfilligkeit ldsst sich somit bei dem in dieser Studie
untersuchten Patientenkollektiv bestétigen.

Die ROC-Analysen ergaben eine hohe diskriminative Aussagekraft einiger gemessener
Immunmarker in bezug auf die postoperative Entwicklung einer Infektion. Vor allem die HLA-
DR-Expression auf Monozyten mit einer AUC von 0,75 beziiglich der Entwicklung von
Infektionen im 6-tdgigen postoperativen Verlauf war den konventionellen Infektionszeichen
(SIRS) und Routine-Laborbefunden (CRP) eindeutig {iberlegen.

Die im Rahmen dieser Arbeit erstmals verwendeten hoch-standardisierten Messverfahren (exakte
Quantifizierung der Oberflichenmolekiile, semi-automatisches ELISA-Mess-System) machen
eine bessere Quantifizierung des Ungleichgewichtes zwischen Inflammation und
Antiinflammation moglich. Zudem konnte eine wichtige Voraussetzung fiir die Etablierung
neuer Monitoringmarker erfiillt werden, um mdglicherweise in Zukunft gezieltere praemptive

Interventionen zu erlauben.

5.1 Untersuchung des gesamten Patientenkollektivs

5.1.1 Systemische Immunaktivierung des gesamten Patientenkollektivs

Die untersuchte Patientenpopulation weist grundsitzlich eine systemische Aktivierung des
Immunsystems auf. Dies zeigt sich anhand erhdhter Spiegel von total-1L-8 (4bbildung 9), LBP
(Abbildung 10), CRP und IL-6, welche mit systemischer Inflammation assoziiert sind [2,7,13].
Die Immunaktivierung schldgt sich auch in einer ausgepriagten Aktivierung neutrophiler
Granulozyten nieder, erkennbar an den hohen Werten fiir die ex vivo Elastase-Produktion
(Abbildung 12) und die neutrophile CD64-Expression in allen Patientengruppen.

Neben dem allgemeinen Stress einer grolen Operation (thorakotomischer Eingriff am Herzen)
ist insbesondere die Herzlungenmaschine als ein bedeutender Faktor dieser allgemeinen
Inflammationsreaktion anzusehen [57,58,59]. Wie im Kapitel 1.3 ausfiihrlich dargelegt, gelten

vor allem der Kontakt des Blutes mit den extrakorporalen Flichen des HLM-Apparates,
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Ischdmie/Reperfusionsschiden und die Translokalisation von Endotoxin aus dem Darm als
wichtige inflammatorische Trigger [60,61,62], was Untersuchungen an isolierten HLM-
Einheiten und Vergleiche zwischen kardiochirurgischen Eingriffen mit versus ohne HLM-
Einsatz bestdtigten [61,66,67,68,69]. Dies macht die hohen systemischen Spiegel der genannten
Immun-Aktivierungsmarker in der untersuchten Patientenpopulation verstidndlich und korreliert
gut mit den Ergebnissen zahlreicher anderer Studien an kardiochirurgischen Patienten
[57,58,59,63,64,65].

Die Tatsache, dass im Unterschied zu den erhohten systemischen total-IL-8-Spiegeln die
leukozytire IL-8-mRNA-Expression in allen Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
stark erniedrigt war (4bbildung 11), mag auf den ersten Blick verwunderlich erscheinen. Als
Ursprungszellen fiir die IL-8-Produktion fungieren vor allem aktivierte Endothelzellen,
Monozyten und Granulozyten [2,7]. Es wird insbesondere im Entziindungsherd nach Stimulation
durch TNF-a und IL-1 gebildet, wo es chemotaktisch und aktivierend auf Granulozyten wirkt
und auf diese Weise deren Einwanderung fordert. Die stark erniedrigte leukozytire mRNA-
Expression im Blut der immunaktivierten Studienpatienten spricht dafiir, dass ein grof3er Teil der
aktivierten Immunzellen ins Entziindungsgewebe ausgewandert ist, dort groBe Mengen an IL-8
produziert hat, welches dann in den systemischen Kreislauf {ibergetreten ist. Eine weitere
Erklarung konnte sein, dass die niedrige mRNA-Expression ein Zeichen einer bereits
eingetretenen Deaktivierung der Entziindungszellen ist, so dass die hohen total-IL-8-Spiegel vor
allem durch das vor der Deaktivierung bereits produzierte, durch die Erythrozytenlyse in vitro
freigesetzte IL-8 zustande kommen.

LBP, das als LBP-LPS-Komplex eine groe Bedeutung bei der Aktivierung von
Monozyten/Makrophagen hat (sieche Kapitel 1.1), gehort zu den Akut-Phase-Proteinen [13]. Die
bei den Studienpatienten gemessenen hohen Werte unterstreichen das Vorliegen einer
systemischen Entziindung infolge des HLM-Einsatzes, ebenso wie die allgemein erhohten Werte
fiir [IL-6 (ein Hauptmediator der systemischen Entziindung) und fiir CRP, dem wichtigsten in der
taglichen Krankenhaus-Routine eingesetzten Entziindungs-/ Akut-Phase-Marker [2,13].

Der operative Eingriff unter HLM-Einsatz fiihrte zu einer ausgeprigten Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten, was die ex vivo Produktion von Elastase (von aktivierten
Neutrophilen produzierte Protease [2,14,15]) nach Stimulation mit PMA zeigte. Diese war bei
den postoperativ untersuchten Studienpatienten signifikant hoher als bei jenen 10 Patienten, die
unter identischen Einschluss-Kriterien ausgewdhlt und préoperativ untersucht wurden. Ebenso
erhoht war die neutrophile Expression von CD64, das als Fcy-Rezeptor auf aktivierten

Neutrophilen infolge systemischer Inflammation verstarkt exprimiert wird [22,23,24,25,26].
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Die Anwesenheit von LPS ist ein Stimulus fiir die Expression des Chemokins Rantes [91,92].
Die niedrige leukozytire mRNA-Expression in den untersuchten Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden (4bbildung 13) deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die
beispielsweise niedrige Rantes-Spiegel mit hohen Werten des APACHE II-Scores' in Bezichung
setzen konnten [93]. Die eingetretene Deaktivierung der Immunzellen im Blut konnte dafiir als
Erklarung dienen.

Die leukozytire TNF-o-mRNA-Expression bei Patienten und Probanden ergab keine
signifikanten Unterschiede, obwohl Blutmonozyten als Quelle hoher TNF-a-Spiegel unter
systemischer Immunaktivierung gelten [2,7,12]. Dies ist damit erkldrbar, dass die Patienten am
ersten postoperativen Tag bereits unter dem Einfluss der Immundepression mit einer
verminderten monozytiren Produktionskapazitit von TNF-a standen, was die ex vivo-
Bestimmungen von TNF-a nach LPS-Stimulation gezeigt haben (siehe folgenden Abschnitt und
Kapitel 4.3.2). Zudem konnte in einem Rattenmodell durch Untersuchungen der mRNA-
Expression in verschiedenen Geweben gezeigt werden, dass Blutmonozyten vor allem in der
Friihphase nach systemischer LPS-Stimulation TNF-a produzieren, wihrend 24 Stunden nach
Stimulation vor allem die Leber als Produktionsort fungiert (Rupprecht et al., submitted 2005,
siche Anhang Seite I). Somit war der Zeitpunkt der ersten Messung (Tag 1 postoperativ)

moglicherweise schon zu spiit.

5.1.2 Immundepression des gesamten Patientenkollektivs

Die allgemeine Entziindungsreaktion der Studienpatienten wurde von einer ausgeprigten
Immundepression begleitet, die physiologisch dazu dient, einer iiberschieBenden Inflammation
entgegenzuwirken [1,7,8,12,32]. Insgesamt wiesen die Patienten erhohte Spiegel des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 im Plasma auf, wobei, wie in Kapitel 4.3.2 erwéhnt, diese
Feststellung aufgrund der unteren Nachweisgrenze von 5 pg/ml nur mit Einschrinkungen zu
treffen ist (4bbildung 16).

Die systemische Antiinflammation fithrte bei allen Studienpatienten zu einer starken
Herunterregulierung der monozytdren HLA-DR- und CD86-Expression (4bbildung 14 und
Abbildung 15), sowie der ex vivo Produktionskapazitit von TNF-o. Dies ist als Zeichen
verminderter Immunkompetenz der Patienten zu werten, da zum einen HLA-DR und CD86 an
der Antigen-Prisentation auf APZ malgeblich beteiligt sind [3], und zum anderen die Fahigkeit

von Monozyten, TNF-a zu bilden, eine wichtige Grundvoraussetzung fiir die Ausbildung einer

! klinischer Prognosemarker bei Sepsis-Patienten
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addquaten und notwendigen Entziindungsreaktion darstellt (siche auch Kapitel 1.1) [1,2,7,12].
Eine ausgeprigte Immundepression, in diesem Zusammenhang vor allem die stark erniedrigte
monozytdre Expression von HLA-DR, war in zahlreichen Studien mit signifikant schlechterem
Krankheitsverlauf und hoher Anfilligkeit fiir septische Komplikationen assoziiert
[8,33,34,35,36,37,38,39].

Auf mRNA-Ebene fand sich eine gegeniiber gesunden Probanden deutlich erhohte leukozytére
Expression von IL-10 (4bbildung 17). Dies legt den Schluss nahe, dass das IL-10 neben der
Leber und der Milz als Produktionsorte (tierexperimentelle Daten, Rupprecht et al., submitted
2005, siehe Anhang Seite I) auch aus aktivierten Immunzellen im Blut stammt. Diesen
Ergebnissen entsprechen die hohen Werte fiir SOCS-3 (4bbildung 18), welches als ein Mediator
der antiinflammatorischen Effekte von IL-10 gilt [100,101].

Dem Hitzeschockprotein HO-1, das infolge diverser Stimuli (zum Beispiel Endotoxin) iiber die
Bildung von CO und cGMP die GefiaBmuskulatur relaxiert, aber auch anti-apoptotisch und
antiinflammatorisch wirkt, konnte in verschiedenen Tierversuchsreithen eine bedeutende
protektive Rolle in Zustinden des Schocks zugeschrieben werden [94,98,99]. Zwischen den
untersuchten Patienten und gesunden Probanden fanden sich allerdings keine Unterschiede in der
leukozytiren mRNA-Expression. Moglicherweise ist die Ursache dafiir, dass eine verstéirkte
Expression von HO-1 vor allem im Septischen Schock nachweisbar war, wihrend die
tiberwiegende Zahl der untersuchten Studienpatienten sich nicht im Schock befand, HO-1 somit
nicht sensitiv genug fiir die Studienpopulation war. Damit stehen diese Ergebnisse der

Studienpatienten in keinem Widerspruch zu den genannten Arbeiten.

5.2 Friihe Immunaktivierung am Tag 1 und persistierende

Immundepression

Sowohl die Korrelationsanalysen als auch die Auswertung der paraklinischen Patientengruppen
ergaben einen Zusammenhang zwischen einer frithzeitigen ausgeprigten Immunaktivierung und
einer verzogerten ,,Erholung® der monozytiren Expression von HLA-DR im postoperativen
Verlauf.

Marker, die eine Immunaktivierung anzeigen (total-IL-8 und PCT), sowie das
antiinflammatorische Zytokin IL-10 im Plasma korrelierten, wenn auch schwach, am Tag 1
invers mit der monozytiren HLA-DR-Expression im 6-tdgigen postoperativen Verlauf. Die

Korrelationskoeffizienten lagen zwischen -0,35 und -0,54 an den Tagen 1 bis 4 (Tabelle 7).
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Als Kriterium fiir eine ,,friihzeitige ausgeprigte Immunaktivierung® diente die Uberschreitung
der im Rahmen der ROC-Analysen ermittelten ,,optimalen* Schwellenwerte (siche Kapitel 4.6.1)
fiir die Immunaktivierungsmarker total-IL-8, PCT, und den Deaktivierungsmarker IL-10 im
Plasma, jeweils am Tag 1 postoperativ. Es zeigte sich, dass bei jenen Patienten, die total-IL-8-
Werte oberhalb von 322 pg/ml aufwiesen, beziehungsweise PCT-Werte >650 pg/ml oder
Plasma-IL-10-Werte >5,6 pg/ml, die postoperative ,,Erholung® der monozytiren HLA-DR-
Expression signifikant vermindert war (4bbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21). Somit
besteht ein statistisch nachgewiesener Zusammenhang zwischen der initialen Erhdhung der
Immunaktivierungsmarker und der verminderten monozytiren HLA-DR-Expression im
postoperativen Verlauf, obgleich die Korrelationskoeftfizienten nur mafig hoch waren.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die durch den Einsatz der HLM verstérkte
systemische Entziindung, die von einer starken Gegenregulation (IL-10) begleitet wird, eine
persistierende Depression des Immunsystems mit einer Verminderung der Immunkompetenz
bewirkt, was sich in der anhaltend niedrigeren HLA-DR-Expression auf Monozyten (oft deutlich

unter 5000 AK/Monozyt) im postoperativen Verlauf duf3ert.

5.3 Untersuchung der klinischen Patientengruppen

5.3.1 Erhohte systemische Immunaktivierung bei Patienten mit postoperativer Infektion

Die Auswertungen der klinischen Patientengruppen — A) Patienten ohne Infektion im 6-tdgigen
postoperativen Verlauf, B) Patienten mit klinischem Verdacht auf Infektion und C) Patienten mit
mikrobiologisch bestétigter Infektion — ergaben, dass die Immunaktivierung bei Patienten mit
Infektion weit ausgeprdgter war, als bei jenen Patienten, die einen unkomplizierten
postoperativen Verlauf zeigten.

So fanden sich fiir total-IL-8 bei Patienten mit vermuteter Infektion deutlich erhohte Werte an
den Tagen 1 bis 4, bei Patienten mit bestdtigter Infektion an den Tagen 1 bis 5, jeweils im
Vergleich zu den Patienten ohne Infektion (Abbildung 9).

PCT, bei Patienten ohne Infektion meist unauffillig, war bei Patienten mit Verdacht auf
Infektion am Tag 2, bei Patienten mit bestitigter Infektion an den Tagen 1, 2 und 4 signifikant
erhoht (4bbildung 22). Dies steht grundsitzlich im Einklang mit den Ergebnissen anderer
Studien, in denen IL-8 und PCT mit dem klinischen Verlauf bei Patienten nach HLM-OP
korrelierten und ein schlechterer Verlauf mit einer stirkeren systemischen Entziindung assoziiert

war [77,82,83,86]. Insbesondere das erhohte PCT, welches in diversen Geweben synthetisiert
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wird und als ,,Sepsis-Marker* zunehmende Bedeutung erlangt hat [76,77,79,80,81,82,83,84], ist
als deutlicher Hinweis auf die LPS-Translokalisation aus dem Darm zu werten, da Endotoxin als
einer der Haupttriggerfaktoren fiir PCT gilt [2]. Widhrend PCT-Anstiege infolge (schwerer)
Sepsis auf hohem Niveau persistieren, kommt es hingegen nach transienter Endotoxindmie nur
zu einem kurzen Anstieg des PCT, das dann mit einer Halbwertszeit (HWZ) von circa 24
Stunden wieder abfillt. Dies war bei den untersuchten Studienpatienten der Fall, was die
Hypothese der transienten Endotoxinidmie stiitzt.

Hohe Werte der ex vivo Elastase-Produktion an den Tagen 1 und 2 bei Patienten mit Infektion,
signifikant fiir die Gruppe mit Verdacht auf Infektion (A4bbildung 12), sprechen fiir einen
deutlichen Zusammenhang zwischen dem Grad der Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
und der Infektanfilligkeit. Die neutrophile CD64-Expression dagegen zeigte in den ersten
postoperativen Tagen keine Unterschiede zwischen den Patientengruppen; in den
Infektionsgruppen war sie am Tag 4 und 5 (Gruppe B), beziechungsweise nur am Tag 5 (Gruppe
C) signifikant erhoht. Dem stehen eine Reihe von Studien gegeniiber, in denen CD64 auf
Neutrophilen mit der Schwere septischer Krankheitsbilder korrelierte und vor allem bei Patienten
im Septischem Schock stark erhoht war [23,24,25,26]. Bei den untersuchten Studienpatienten
dagegen fillt die Anderung der neutrophilen CD64-Expression in den Patientengruppen mit
Infektion eher gering aus. Eine Ursache dafiir konnte sein, dass in der Studienpopulation in erster
Linie zwischen SIRS-Patienten ohne Infektion und Sepsis-Patienten unterschieden wird,
fortgeschrittene Sepsis-Stadien (Schwere Sepsis, Septischer Schock, MODS) jedoch unter den
Patienten mit Infektion nicht (oder kaum) zu finden sind.

Eine Reihe von Immunaktivierungsmarkern zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Patientengruppen, darunter das LBP, IL-6, CRP, monozytire Expressionen von CD71,
CD64 und CD11b, sowie CD11b auf Neutrophilen.

Die gleichartige Erh6hung von LBP in allen drei Patientengruppen (4bbildung 10) spricht dafiir,
dass es sich beim LBP um einen fiir die Untersuchung von HLM-OP-Patienten zu empfindlichen
Marker handelt. Dieser ist zwar in der Lage, die systemische Entziindung infolge des HLM-
Einsatzes mit erhohten Werten anzuzeigen, nicht aber zwischen der Schwere der
Immunaktivierung in der Patientengruppe ohne Infektion im Vergleich zu den Infektionsgruppen
zu unterscheiden.

IL-6 wird als potenzieller Marker fiir den Verlauf septischer Krankheitsbilder angesehen,
allerdings mit unterschiedlichen Studienergebnissen [82,83,84,85,86,87]. In dieser Studie zeigte
IL-6 am Tag 1 keine signifikanten Gruppenunterschiede, dhnlich wie das CRP; moglicherweise

wéren in fortgeschrittenen Sepsis-Stadien hohere Werte gemessen worden. Folglich sind IL-6
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und CRP nicht spezifisch genug fiir die Unterscheidung zwischen SIRS und den
Patientengruppen mit Infektion.

CD71 und CD64 auf Monozyten zeigten ebenso keine signifikanten Gruppenunterschiede. Uber
das Integrin CD11b werden Korrelationen mit fortgeschrittenen Sepsis-Stadien und MODS
berichtet [16,17,18,19,20,21,22]. In der untersuchten Studienpopulation fanden sich keine
Gruppenunterschiede, moglicherweise aus dhnlichen Griinden wie fiir IL-6 und CRP vermutet.
Auf mRNA-Ebene gab es ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der leukozytéiren

Expression von Rantes, TNF-o und IL-8 zwischen den Patientengruppen.

5.3.2  Ausgeprigte Imnmundepression bei Patienten mit postoperativer Infektion

Die hohere Immunaktivierung der Patienten in den Infektionsgruppen im Vergleich zur
Patientengruppe ohne Infektion ging mit hoheren Plasma-Spiegeln des antiinflammatorischen
Zytokins IL-10 am Tag 1 einher, signifikant fiir die Patientengruppe mit bestétigter Infektion
(Abbildung 16). Dies fiihrte zu einer ausgeprigteren Verminderung der monozytiren HLA-DR-
Expression bei Patienten mit Infektion, erkennbar an den signifikant niedrigeren Werten fiir
Patienten mit vermuteter Infektion an den Tagen 1 und 3 und jenen mit bestitigter Infektion an
den Tagen 1, 3 und 5 (4bbildung 14). Bei diesen Patienten blieb das monozytire HLA-DR meist
deutlich unter 5000 AK/Monozyt. Auch die Fahigkeit, ex vivo TNF-a zu produzieren, war in der
Gruppe C an den Tagen 2 und 3 signifikant vermindert.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass diese in den Infektionsgruppen zu beobachtende
starke Verminderung der Immunkompetenz (niedrige monozytire HLA-DR-Expression, niedrige
ex vivo TNF-a-Produktionskapazitit) dazu fiihrt, dass die Patienten auf bereits vorhandene oder
im Verlauf sekundir erworbene Krankheitserreger nicht mehr adidquat reagieren konnten und auf
diese Weise anfillig fiir Infektionen wurden. Somit fand eine iiberméfige antiinflammatorische
Gegenregulation iiber das physiologisch notwendige MaB hinaus statt, die zusammen mit dem
ausgepragten operativen Stress und der damit verbundenen Sekretion von Glukokortikoiden und
Adrenalin bei diesen Patienten die Immunkompetenz stark vermindert hat. Dies steht im
Einklang mit zahlreichen Studien, die einen Zusammenhang zwischen Immundepression, vor
allem in Form stark verminderter monozytirer HLA-DR-Expression, und dem klinischen
Verlauf septischer Krankheitsbilder zeigen konnten [33,34,35,36,37,38]. Allerdings konnten die
Ergebnisse einer Studie, in der eine verminderte monozytire Expression des kostimulatorischen
Molekiils CD86 bei kritisch Kranken mit Sepsis nachgewiesen wurde [38], nicht bestdtigt
werden; CD86 auf Monozyten war in allen Patientengruppen gleichermallen erniedrigt

(4bbildung 15).
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Die leukozytiren mRNA-Expressionen von IL-10 und SOCS-3 =zeigten ebenfalls keine
signifikanten Gruppenunterschiede (4bbildung 17 und Abbildung 18), obwohl angesichts der
hohen Plasma-IL-10-Spiegel bei den Patienten mit bestétigter Infektion Gruppenunterschiede
moglicherweise zu erwarten gewesen wiren. Der Grund dafiir konnte sein, dass die mRNA-
Untersuchungen nur an 41 anstatt der 56 ausgewerteten Studienpatienten durchgefiihrt wurden
(siehe Kapitel 3.3). Dies hatte zur Folge, dass die Gruppe mit bestdtigter Infektion aus 4 anstatt 9
Patienten bestand und damit die Fallzahl fiir diese Auswertung moglicherweise zu gering war.

Auch die leukozytire HO-1-Expression zeigte keinerlei Gruppenunterschiede.

5.4 Bestitigung des immunologischen Modells

Der Einsatz der HLM fiihrt, zusétzlich zum operativen Stress, grundsétzlich zu einer
systemischen Entziindung, die bei vielen Patienten im Verlauf abklingt und keinerlei
Komplikationen nach sich zieht. Die deutlich stirkere Immunaktivierung bei den
Studienpatienten mit Infektion, die sich vor allem in hdheren Spiegeln von total-IL-8, PCT und
ex vivo Elastase duBlerte, mit konsekutiv deutlich stirkerer Deaktivierung (Plasma-IL-10 erhoht)
legt den Schluss nahe, dass bei diesen Patienten die Homdostase zwischen Inflammation und
Antiinflammation gravierend gestort war. Die Folge war eine ausgeprigte Depression des
Immunsystems in Form einer stark verminderten Fahigkeit der Monozyten, Antigene zu
prisentieren (monozytires HLA-DR oft weit unterhalb von 5000 AK/Monozyt) und ex vivo
TNF-a zu produzieren. Dies wiederum machte diese Patienten besonders anfillig fiir sekundire
Infektionen, beziehungsweise fiihrte zu einer unzureichenden inflammatorischen Antwort auf die
primér auslosende Infektion. In Abbildung 28 sind die unterschiedlichen klinischen Verlaufe in
Abhingigkeit von der initialen Entziindungsreaktion schematisch dargestellt. Demnach lassen
sich (im Idealfall) solche Patienten mit einer leichten postoperativen Entziindungsreaktion und
einem konsekutiv unkomplizierten klinischen Verlauf von jenen Patienten unterscheiden, die
initial eine starke Entziindungsreaktion aufweisen und durch hohe PCT-Spiegel (infolge
besonders ausgepriagter Endotoxin-Translokalisation im Darm? Zytokin-Polymorphismen?)
imponieren. Die dadurch bedingte HLA-DR-Herunterregulation kann dann zu infektiGsen

Komplikationen / Sepsis flihren.
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Abbildung 28: Schema der unterschiedlichen postoperativen Verldufe. Die Auspragung der frithen postoperativen
Entziindungs- und Stressreaktion pradisponiert fiir den weiteren klinischen Verlauf.
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Auf der Basis der Studienergebnisse erscheinen diese Zusammenhinge schliissig. Insofern kann
das Modell ,,systemische Immunaktivierung — Immundeaktivierung mit Immundepression —
erhohte Infektanfdlligkeit” bei den untersuchten Risikopatienten nach kardiochirurgischen

Eingriffen unter Einsatz der Herzlungenmaschine als bestitigt angesehen werden.

5.5 Immunmarker fiir die Pradiktion von postoperativer Infektion

Von besonderer klinischer Relevanz im Zusammenhang mit den Verdnderungen auf Mediator-
Ebene wihrend systemischer Immunaktivierung und Immundepression ist die Frage, welches
Potenzial immunologische Parameter hinsichtlich ihrer Eignung als diagnostische
Infektionsmarker haben. Da konventionelle Infektionszeichen und —marker, wie in Kapitel 1.2
und in Kapitel 2 ausfiihrlich dargelegt, groBe Schwichen in der Diagnostik der verschiedenen
Entziindungs- und Sepsis-Stadien aufweisen [5,74,75,76], wurden fiir die in dieser Studie
untersuchten Immunparameter ROC-Analysen durchgefiihrt, mit dem Ziel, Infektionen im
postoperativen Verlauf frithzeitig vorherzusagen. Dafiir kamen in erster Linie solche Marker in
Betracht, die signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit versus ohne Infektion wéihrend
der 6-tdgigen Beobachtungsdauer bereits am ersten postoperativen Tag zeigten.

Es stellte sich heraus, dass die monozytire Expression von HLA-DR das hochste Potenzial fiir
die Pradiktion von Infektion hatte, mit einer Fliche unter der ROC-Kurve (AUC) von 0,75
(Tabelle 8). Fir die Unterschreitung des Schwellenwertes 4718 AK/Monozyt ergab sich eine
Sensitivitdt von 0,57 und eine Spezifitit von 0,88. Pradiktive Werte (positiv und negativ) fiir die
Entwicklung von Infektion lagen bei 0,75. Das Relative Risiko, bei Unterschreitung dieses
Schwellenwertes infektiose Komplikationen zu entwickeln, war circa 3-fach erhoht, verglichen
mit Patienten mit HLA-DR-Werten oberhalb von 4718 AK/Monozyt am Tag 1. Im Vergleich
dazu war total-IL-8 mit einer AUC von 0,73 &dhnlich potent fiir die Diskriminierung von
Patienten mit versus ohne Infektion, ex vivo Elastase kam auf 0,72, die AUCs von Plasma-IL-10
und PCT waren jeweils 0,68.

Demgegeniiber stehen entsprechende Auswertungen der konventionellen klinischen
Infektionsmarker: zum einen konnte das CRP in der Studienpopulation nicht signifikant
zwischen Patienten mit Infektion und solchen mit einem komplikationslosen Verlauf
unterscheiden (AUC von 0,58 mit einem 95%-Konfidenzintervall von 0,42-0,73). Zum anderen
erreichten mindestens 2 positive SIRS-Kriterien am Tag 1 nur eine AUC von 0,66 bei einem
95%-Konfidenzintervall von 0,52-0,81. Zwar konnte damit den SIRS-Kriterien ein gewisses

diskriminatives Potenzial zugeschrieben werden. Allerdings muss man anmerken, dass positive
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SIRS-Kriterien in allen Patienten mit vermuteter und bestétigter Infektion zumindest an dem Tag
vorgelegen haben, an dem die Infektion auftrat, da positive SIRS-Kriterien eine Voraussetzung
fiir die Einstufung eines Patienten in eine der Infektionsgruppen waren (siche Kapitel 4.1).
Insofern konnen in diesen Auswertungen SIRS-Kriterien nicht als ein unabhingiger Marker fiir
Infektion betrachtet werden. Die Tatsache, dass iliber 80 % der Patienten mit Infektion
mindestens 2 positive SIRS-Kriterien bereits am Tag 1 zeigten (Sensitivitit von 0,83),
unterstreicht diesen Aspekt. Vor diesem Hintergrund ist die AUC von 0,66 fiir mindestens 2
positive SIRS-Kriterien beziiglich des Auftretens von Infektion als gering einzuschétzen.

Somit waren die untersuchten Immunparameter den klassischen Routinemarkern in der
Pradiktion infektioser Komplikationen deutlich iiberlegen. In Abbildung 29 und Abbildung 30
sind Kaplan-Meier-Kurven dargestellt, die die Abnahme des Anteils der infektfreien Patienten
im postoperativen Verlauf in Abhiingigkeit von der Unter- beziehungsweise Uberschreitung der
Tag 1-Schwellenwerte fiir HLA-DR und CRP zeigen: lediglich 25 % der Patienten mit Tag 1-
Werten fiir HLA-DR unter 4718 AK/Monozyt waren nach 6 Tagen infektfrei, wihrend bei
Uberschreitung des CRP-Schwellenwertes von 5,84 mg/dl am Tag 1 circa 50 % keine Infektion
bis zum Tag 6 entwickelt hatten. Dadurch wird das deutlich hohere diskriminative Potenzial von

HLA-DR im Vergleich zum konventionellen Routine-Marker CRP unterstrichen.
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Abbildung 29: Kaplan-Meier Kurven mit dem Prozentsatz an infektfreien Patienten in Abhéngigkeit vom Uber- /
Unterschreiten des Tag 1- Schwellenwertes fiir das monozytire HLA-DR. Die Kurven unterschieden sich signifikant
voneinander (Log-Rank-Test, p<0,05).
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Abbildung 30: Kaplan-Meier Kurven mit dem Prozentsatz an infektfreien Patienten in Abhéngigkeit vom Uber- /

Unterschreiten des Tag 1- Schwellenwerte fiir CRP. Auch in diesem Fall unterschieden sich die Kurven signifikant
voneinander (Log-Rank-Test, p<0,05).

Durch die Kombination der Unter- beziehungsweise Uberschreitung mehrerer Marker-
Schwellenwerte wurde zum Teil eine sehr hohe Spezifitit fiir die Entwicklung einer Infektion
erreicht: so entwickelten alle Patienten mit bezogen auf die Schwellenwerte vermindertem HLA-
DR und erhohtem total-IL-8 eine Infektion im postoperativen Verlauf, so dass die Spezifitdt und
der positiv priadiktive Wert dieses ,,diagnostischen Kombinations-Tests* bei jeweils 1 lagen
(Tabelle 8).

In einer weiteren ROC-basierten Auswertung wurde die Patientengruppe mit Verdacht auf
Infektion (n=14) ausgeschlossen, und es wurden die AUCs einiger Marker beziiglich der
Entwicklung von mikrobiologisch bestdtigter Infektion bestimmt. Hierbei ergab sich fiir HLA-
DR eine AUC von 0,85, die AUC fiir PCT lag bei 0,77, und die AUCs fiir total-IL-8 und Plasma-
IL-10 betrugen 0,76 (Tabelle 9). Bezogen auf die Unterschreitung des Tag 1-Schwellenwertes
fiir HLA-DR von 5792 AK/Monozyt ergaben sich eine Sensitivitdt und ein negativ pradiktiver
Wert von jeweils 1 flir das Auftreten von bestétigter Infektion, so dass bei allen 9 Patienten, die
im postoperativen Verlauf eine mikrobiologisch bestitigte Infektion entwickelten, die
monozytire HLA-DR-Expression unterhalb von 5792 AK/Monozyt am Tag 1 lag,
beziehungsweise zeigten alle Patienten mit hoheren HLA-DR-Werten einen komplikationslosen
postoperativen Verlauf. Diese Ergebnisse unterstreichen das hohe Potenzial dieser

Immunparameter insbesondere fiir die Pradiktion von mikrobiologisch bestétigter Infektion.
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AuBlerdem wurde untersucht, ob die Marker in der Lage sind, infektiose Komplikationen
mindestens 24 Stunden vor deren klinischer Manifestation anzuzeigen. Dafiir wurden jene
Patienten von der Analyse ausgeschlossen, die bereits am ersten postoperativen Tag Infektionen
entwickelt hatten (n=6), und es wurden ROC-Analysen mit Markern am Tag 1 hinsichtlich des
Auftretens von Infektion ab dem zweiten bis zum 6. postoperativen Tag (vermutet oder bestitigt)
durchgefiihrt. Auch in dieser Auswertung erwies sich das monozytire HLA-DR als potentester
Marker fiir die Diskriminierung von Patienten mit versus ohne Infektion. Die AUC betrug 0,72,
wihrend ex vivo Elastase in dieser Auswertung eine AUC von 0,68 erreichte (Tabelle 10). Bei
einer Unterschreitung des optimierten Schwellenwertes fiir HLA-DR von 4342 AK / Zelle am
Tag 1 betrug die Spezifitit fir die Entwicklung von Infektion ab dem zweiten postoperativen
Tag iiber 0,9, positiv und negativ pradiktive Werte lagen zwischen 0,75 und 0,79. Dies zeigt,
dass das monozytire HLA-DR bereits am Tag 1 in der Lage war, infektiose Komplikationen, die
sich klinisch mindestens 24 Stunden spiter manifestierten, vorherzusagen, wozu mit Ausnahme

der ex vivo Elastase kein weiterer Parameter in der Lage war.

5.6 Klinische Relevanz

Der operative Eingriff an sich sowie im Falle von Herzoperationen der Einsatz der
Herzlungenmaschine bedeuten fiir den Patienten besondere Belastungen, die unter dem starken
Einfluss der immunologischen Verdnderungen stehen. Diese Verdnderungen im ,,Status® des
Immunsystems, insbesondere im Grad der Immunaktivierung und —deaktivierung bis hin zur
Immunparalyse, sind eng mit dem klinischen Verlauf in Form von Organdysfunktionen und
infektiosen Komplikationen assoziiert. Daher ist das Verstindnis der immunologischen
Grundlagen der zu Grunde liegenden Prozesse eine wichtige Voraussetzung fiir die
Verbesserung von Diagnostik und Therapie. Ein wichtiger Baustein ist in diesem
Zusammenhang die Analyse der Studienpatienten sowohl in bezug auf die unterschiedlichen
immunologischen Verdnderungen im postoperativen Verlauf als auch hinsichtlich ihres
klinischen Verlaufs, was schematisch in Abbildung 28 dargestellt ist.

Septische Krankheitsbilder zéhlen zu den hiufigsten Todesursachen auf nicht-kardiologischen
Intensivstationen mit jéhrlichen Kosten in Milliardenhdhe [9,10,11]. Medizinische Fortschritte
allgemein und Fortschritte in der Intensivmedizin speziell fiihren zu einer zunehmenden Inzidenz
und Prdvalenz. Gerade die Fritherkennung von infektiosen Komplikationen ist von grofiter
Wichtigkeit, um rechtzeitig addquat praemptiv intervenieren zu kdnnen und eine Zunahme der

Krankheitsschwere, zum Beispiel von einer Infektion iiber eine ,,einfache* zu einer Schweren
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Sepsis oder zum Septischen Schock, zu verhindern. Daher sind Marker, die auf ein hohes Risiko
fiir infektiose Komplikationen hindeuten, im klinischen Alltag auBerordentlich wichtig, da
zahlreiche Entscheidungen des Klinikers von der Einschitzung des postoperativen Verlaufes
abhingen, wie zum Beispiel die antibiotische Prophylaxe und Therapie, der Zeitpunkt der
Extubation und die Entscheidung iiber die Verlegung eines Patienten von der Intensiv- auf die
Normalstation. Konventionelle Infektionszeichen und —marker gelten zum Teil als sehr
unspezifisch in der Unterscheidung verschiedener Sepsis-Stadien und als nicht sensitiv genug
vor allem fiir die frithzeitige Diagnosestellung, was unseren Ergebnissen entspricht.

In dieser Studie konnten eine Reihe von neuen, noch nicht etablierten Parametern des
Immunsystems Infektionen bei Risikopatienten nach kardiochirurgischen Eingriffen
vorhersagen. Die ROC-Analysen ergaben insbesondere fiir monozytiares HLA-DR eine deutlich
hohere diskriminative Aussagekraft im Vergleich zu Routinemarkern. Basierend auf diesen
Daten entwickeln beispielsweise iiber 3/4 der Patienten innerhalb der ersten 6 postoperativen
Tage eine systemische Infektion (positiv pradiktiver Wert von 0,76), wenn die Homdostase von
Inflammation und Antiinflammation besonders stark gestort ist und fir HLA-DR am Tag 1
weniger als 4718 AK/Monozyt bestimmt werden. Insofern konnen diese Ergebnisse einen
wichtigen Beitrag zur Verbesserung des klinischen Immunmonitorings leisten, indem sich
anbahnende infektiose Komplikationen friihzeitig erkannt werden konnen. Durch ihre hohe
diskriminative Aussagekraft konnen diese Marker besser als konventionelle Infektzeichen und
das CRP =zur Verlaufsbeurteilung beitragen und dem Kliniker in vielen Féllen als
Entscheidungshilfe dienen.

In dieser Studie wurde erstmals ein derartig komplexes, hochstandardisiertes Immunmonitoring-
Programm bei einem solchen Patientenkollektiv angewendet. Es konnen durch die Angabe der
durchschnittlich gebundenen Antikérper pro Zelle mit Hilfe des QuantiBRITE™ PE-Kits fiir die
Bestimmung der Oberfldchenproteine hdufig auftretende Messdifferenzen gemindert werden
(Interassay-Varianz cv <8 % (interne Qualitdtskontrolle, Institut fiir Medizinische Immunologie
der Charit¢ (CCM))), die durch laborspezifische Einfliisse entstehen, wie zum Beispiel durch
unterschiedliche Geridte- oder Laser-Einstellungen, unterschiedliche Eigenschaften der
jeweiligen Antikorper-Charge, und andere. Durch die Verwendung des halb-automatischen
IMMULITE®-Systems fiir die ELISA-Messungen wird das Standardisierungs-Niveau der Mess-
Prozeduren deutlich erhoht, und Unterschiede zwischen verschiedenen Laboren konnen
vermindert werden (Verkleinerung der Interassay-Varianz cv zum Beispiel von Plasma-IL-10
auf <6 % (Institut fir Medizinische Immunologie der Charit¢ (CCM))). Damit wird eine

wichtige Voraussetzung fiir das Design zukiinftiger internationaler Multicenterstudien erfiillt und
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eine bedeutende Grundlage fiir die Etablierung dieser neuen Marker geschaffen. Zudem ist es
durch diesen hohen Standardisierungsgrad der verwendeten Messmethoden mdglich, fiir jene
Patienten mit besonders hohem postoperativen Infektionsrisiko (circa 3-fach erhoht, siehe
Tabelle 8) das AusmaBl der Immunaktivierung (total-IL-8 >322 pg/ml am Tag 1) und der
Immundepression (<4718 HLA-DR-AK/Monozyt am Tag 1) quantitativ anzugeben.

5.7 Einschrinkende Aspekte der Auswertungen

Einschrinkend muss in bezug auf die Ergebnisse angemerkt werden, dass von den 81
Studienpatienten, die mindestens fiir 3 Tage beobachtet werden konnten, 25 Patienten
ausgeschlossen werden mussten. Bei diesen Patienten stimmten die Verordnung von Antibiotika,
die eine zentrale Rolle bei der Einstufung eines Patienten in eine Infektionsgruppe spielte, und
das Auftreten von Infektionszeichen im Rahmen der klinischen Auswertungen nicht eindeutig
iiberein, entweder weil die Anordnung eines therapeutischen Antibiotikums ohne klare, im
nachhinein nachvollziehbare Infektzeichen erfolgte, oder weil Infektzeichen vorlagen, ohne dass
sich dies im Ansetzen eines therapeutischen Antibiotikums widergespiegelt hitte. Unter den
ausgeschlossenen Patienten befanden sich zudem solche Patienten, bei denen entgegen dem
internen Standardprozedere eine verldngerte antibiotische Prophylaxe (>48h postoperativ)
durchgefiihrt wurde. Der Ausschluss eines nicht unerheblichen Anteiles der Patienten, immerhin
25 von 81 (=31 %), geht notwendigerweise zu Lasten der reprisentativen Aussagekraft des
ausgewerteten Patientenkollektivs fiir die Grundgesamtheit. Die klinischen Kriterien flir die
Patientengruppen mit Infektion und die auf dieser Basis erzielten Ergebnisse lassen sich somit
auf einen Teil der Patienten der Grundgesamtheit nicht anwenden.

Des weiteren bestand bei vielen Studienpatienten das Problem einer frithzeitigen Verlegung in
periphere Krankenhéuser, was sich in den abnehmenden Patientenzahlen an den Tagen 4 bis 6
niederschldgt. Friithzeitig verlegt wurden in erster Linie Patienten mit einem bis dahin
unkomplizierten postoperativen Verlauf, weshalb die Abnahme von n in den Infektionsgruppen
weit geringer ausfillt (siehe n in Tabelle 4 und Tabelle 5). In den Auswertungen wurde bei
frithzeitig verlegten Patienten aus der Gruppe ohne Infektion angenommen, dass es im weiteren
Verlauf bis zum 6. postoperativen Tag zu keinen infektidsen Komplikationen gekommen war,
obwohl Informationen beziiglich des weiteren Verlaufes von den sekundiren Krankenhdusern
nicht in jedem Fall zu erhalten waren. Man kann dennoch davon ausgehen, dass diese Annahme
lediglich in einigen Einzelfdllen nicht korrekt gewesen ist, und somit die Ergebnisse davon nur

sehr geringfiigig beeinflusst wurden.
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Diskussion

5.8 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie bestitigen das Modell ,,Systemische Immunaktivierung —
Gegenregulation mit Immundepression — hohe Infektanfilligkeit“ bei Risikopatienten nach
Kardiochirurgie unter Einsatz der Herzlungenmaschine. Eine Homdostase von systemischer
Inflammation auf der einen Seite und Antiinflammation auf der anderen Seite ist fiir den
klinischen Verlauf nach groflen Operationen von groBer Bedeutung. Insbesondere durch den
Einfluss der HLM wird ein zusétzlicher Entziindungsreiz geschaffen, der bei einigen Patienten
zu einer ausgeprigten Storung dieses Gleichgewichtes fiihrt. Eine bei einigen Patienten
besonders starke Depression des Immunsystems mit starker Verminderung der Immunkompetenz
in Form der Herunterregulation von monozytdirem HLA-DR auf deutlich unter 5000
AK/Monozyt fiihrt dazu, dass diese Patienten signifikant hiufiger infektiose Komplikationen
entwickeln. In weiteren Studien konnte dieses Modell prazisiert und quantifiziert werden mit
dem Ziel einer differenzierten Therapie fortgeschrittener Sepsis-Stadien, die sich an den Werten
beispielsweise fiir die Immunkompetenz orientiert. Bei den untersuchten Studienpatienten
bedeutete eine Immundepression, die sich in weniger als 4718 HLA-DR-AK/Monozyt am Tag 1
auflerte, eine deutlich hohere postoperative (erste 6 Tage) Infektanfilligkeit. In der Tat gibt es
Anzeichen dafiir, dass eine durch IFN-y herbeigefiihrte ,,HLA-DR-Erholung® bei Patienten mit
schwerer Sepsis und initial niedrigem monozytirem HLA-DR den Krankheitsverlauf verbessert
[34].

Die untersuchten Immunmarker, allen voran das monozytire HLA-DR, zeigten bereits am ersten
postoperativen Tag eine deutlich hoéhere diskriminative Aussagekraft als konventionelle
Infektionszeichen und —marker der tiglichen Krankenhaus-Routine und waren in der Lage,
infektiose Komplikationen bereits Tage vor deren klinischer Manifestation vorherzusagen. Diese
Ergebnisse konnten in Kombination mit den Ergebnissen zahlreicher anderer Studien in ndherer
Zukunft eine deutliche Verbesserung in der Sepsis-Diagnostik darstellen. Durch die Verwendung
hochstandardisierter Messmethoden wurde in dieser Studie eine wichtige Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung von Multicenterstudien erfiillt. In weiteren prospektiven Studien miissen die
Marker validiert werden mit dem Ziel, HLA-DR, Plasma-IL-10, total-IL-8 und ex vivo Elastase
in der klinischen Praxis zu etablieren und diese zu einer Basis fiir priaemptive

Interventionsstrategien zu entwickeln.
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	Die Präparation der RNA erfolgte mit dem „Absolu�
	Die in Lösung D und Mercaptoethanol gelösten Zel
	Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mit
	
	Reverse Transkription mit dem „First Strand cDNA-


	Für die Umschreibung der RNA in cDNA wurden 2 µl
	Da trotz des zweimaligen Entfernens von DNA \(w�
	
	TaqMan® Real Time Reverse Transkriptase \(RT\)


	Grundlagen
	Ausgehend von DNA-Proben werden bei der Polymeras
	Analog zur Nukleinsäuresynthese in vivo fungiere�
	Im Unterschied zur konventionellen PCR bindet bei
	Abbildung 6 und Abbildung 7 geben die entscheiden
	�
	Abbildung 6: Beginn der Polymerisation. An den am
	�
	Abbildung 7: Stößt die Taq®-Polymerase auf die �
	Durchführung
	Alle Ansätze wurden zur Optimierung der Genauigk�
	die AmpliTaq GoldTM-DNA-Polymerase
	dNTPs \(Nukleotidtriphosphatmoleküle\) mit Ade
	Uracil-N-Glycosylase (UNG) zum Verdau eventuell vorhandener PCR-Produkte (Carry-over-Kontaminationen) an der Stelle des Uracils
	MgCl2: Koenzym der Polymerase und Unterstützung �
	ROX als passiver Referenzfarbstoff: indem das nor
	Als Housekeeping-Gen wurde ein Panel für Hypoxan�
	Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden.
	Panel
	Sequenzen
	HPRT
	Sonde
	5´-TTT-CAC-CAG-CAA-GCT-TGC-GAC-CTT-GA-3´
	forward
	5´-AGT-CTG-GCT-TAT-ATC-CAA-CAC-TTC-G-3´
	reverse
	5´-GAC-TTT-GCT-TTC-CTT-GGT-CAG-G-3´
	Histone
	Sonde
	5´-GCA-AGT-GAG-GCC-TAT-CTG-GTT-GGC-CTT-T-3´
	forward
	5´-CCA-GAG-CGC-AGC-TAT-CGG-T-3´
	reverse
	5´-CAC-GTT-TGG-CAT-GGA-TAG-CAC-3´
	IL-8
	Sonde
	5´-ACT-GCA-CCT-TCA-CAC-AGA-GCT-GCA-GAA-ATC-3´
	forward
	5´-CTA-AGT-TCT-TTA-GCA-CTC-CTT-GGC-AA-3´
	reverse
	5´-TGA-CTT-CCA-AGC-TGG-CCG-T-3´
	IL-10
	Sonde
	5´-AAA-GAA-AGT-CTT-CAC-TCT-GCT-GAA-GGC-ATC-TCG-3�
	forward
	5´-CAA-GTT-GTC-CAG-CTG-ATC-CTT-CAT-3´
	reverse
	5´-GGC-AAC-CTG-CCT-AAC-ATG-CTT-3´
	TNF-a
	Sonde
	5´-TGT-AGC-CCA-TGT-TGT-AGC-AAA-CCC-TCA-AGC-3´
	forward
	5´-TCT-CGA-ACC-CCG-AGT-GAC-AA-3´
	reverse
	5´-TCA-GCC-ACT-GGA-GCT-GCC-3´
	HO-1
	Sonde
	5´-TGC-TCA-ACA-TCC-AGC-TCT-TTG-AGG-AGT-TG-3´
	forward
	5´-GAA-GAG-GCC-AAG-ACT-GCG-TTC-3´
	reverse
	5´-TGG-TCC-TTG-GTG-TCA-TGG-GT-3´
	Rantes
	Sonde
	5´-CAA-CCC-AGC-AGT-CGT-CTT-TGT-CAC-CC-3´
	forward
	5´-TTT-CTA-CAC-CAG-TGG-CAA-GTG-CT-3´
	reverse
	5´-GCA-CAC-ACT-TGG-CGG-TTC-TT-3´
	SOCS-3
	Sonde
	5´-CCA-GCG-CCA-CTT-CTT-CAC-GCT-CAG-3´
	forward
	5´-CTT-TCT-GAT-CCG-CGA-CAG-CT-3´
	reverse
	5´-TCA-CAC-TGG-ATG-CGC-AGG -T-3´
	Die TaqMan®-Läufe wurden mit dem „GeneAmp 5700 S
	Zuerst wird für 2 Minuten bei 50°C der UNG-Verda
	Dann wird für 10 Minuten auf 95°C erhitzt, um di
	Als drittes wird für 15 Sekunden bei 95°C die cD
	...bis die Proben bei 4°C gekühlt werden, und de
	Ausgewertet wurde mit der zugehörigen Software „�
	Bei einem CT>35 war die Ausgangskonzentration der
	Zur Berechnung des dimensionslosen Ergebnisses f�
	Ergebnis (auf ein Housekeeping-Gen normalisierte und zu einer Kontrollprobe relativierte Gen-Expression) = 2-((C(T).
	
	Etablierung eines Panels


	Ein TaqMan®-Panel beinhaltet die erwähnten Prime
	die Länge sollte circa 20 bis 30 Basen betragen
	das 5´-Ende sollte sich in relativer Nähe \(mö
	der Guanin/Cytosin-Gehalt sollte 40 bis 60 % betr
	die Schmelztemperatur muss 5 bis 10°C über der d
	es sollten nicht mehr als drei selbige Basen hintereinander liegen, insbesondere keine Poly-Gs
	am 5´-Ende \(Ort des Reporterfarbstoffes\) sol
	Komplementarität zwischen Sonde und Primern soll�
	Außerdem sollte die Sonde direkt mittig über die
	Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Etablierung ein
	Zur Bestimmung der optimalen Primerkonzentratione
	Exploratorische Analyse (deskriptive Statistik) und Interferenz-Statistik (konfirmatorische Analyse)

	Die Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mit SPSS 10.0, MedCalc 6.14 Demo Version, SAS, StatXact, MS Excel, Micrografx Designer und MS PowerPoint. Es wurden Boxplots mit Angabe der Mediane, der 75% (QO)- und der 25% (QU)-Perzentilen und der 
	Für die Beziehungen der Parameter untereinander �
	Für die Auswertung der Marker bezüglich ihrer di
	Ergebnisse
	Klinische und paraklinische Einteilung der Patienten

	Von den 97 eingeschlossenen Studienpatienten wurd
	Für die klinische Auswertung der Studie wurden w�
	�
	Abbildung 8: Studienpatienten. Von ursprünglich �
	Die verbleibenden 56 Patienten wurden klinisch in drei Gruppen eingeteilt: A) Patienten ohne Infektion (n=33, 59 %), B) Patienten mit klinischen und paraklinischen Zeichen einer Infektion ohne Erregernachweis (Patienten mit vermuteter Infektion, n=1
	Patienten ohne Infektion erhielten eine perioperative antibiotische Infektionsprophylaxe von bis zu 48 Stunden, ohne dass sich bei diesen Patienten Zeichen einer Infektion zeigten. Patienten mit vermuteter Infektion waren solche Patienten, bei denen eine
	Tabelle 2 gibt einen Überblick über die Verteilu
	Tabelle 2: Alter \(Mediane und Bereiche\), Ges�
	A: ohne Infektion
	B: Verdacht auf Infektion
	C: bestätigte Infektion
	n=
	33
	14
	9
	Alter
	74 (42-86)
	74 (53-79)
	76 (61-81)
	Geschlecht m/f
	22/11
	6/8
	3/6
	Beobachtungszeit
	Tage 1-3
	17
	2
	1
	Tage 1-4
	12
	3
	2
	Tage 1-5
	3
	3
	0
	Tage 1-6
	1
	6
	6
	Todesfälle
	0
	0
	0
	Tabelle 3: Gruppe C: Kultur-positive Patientengruppe. Material und nachgewiesene Keime.
	Material
	n=
	nachgewiesene Mikroorganismen, jeweils
	Trachealsekret
	5
	Escherichia coli, Blastomyces, Neisseria und Candida albicans, Enterococcus und Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae und Blastomyces
	Broncho-Alveolar-Lavage (BAL)
	1
	Haemophilus parainfluenzae und Streptococcus viridans
	Sputum
	1
	Blastomyces
	Sternum, Wunde
	1
	Staphylococcus Koagulase negativ
	sowohl BAL als auch Blut (Zentraler Venenkatheter)
	1
	Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus und Blastomyces (BAL), Enterococcus faecalis und Pseudomonas aeruginosa (Blut)
	Eine paraklinische Patienteneinteilung berücksic�
	Werte der gemessenen Parameter

	Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6 geben die Mediane und die 25%- und 75%-Perzentilen aller gemessenen Parameter in den drei Patientengruppen wider.
	Da für die ex vivo Elastase-Produktion und für d
	Tabelle 4: Mediane \(sowie 25%- und 75%-Perzenti
	Tag 1
	Tag 2
	Tag 3
	Tag 4
	Tag 5
	Tag 6
	n=33
	n=33
	n=33
	n=16
	n=4
	n=1
	Gruppe A�(keine Infektion)
	IL-10 (pg/ml)
	5�(5-6)
	PCT (pg/ml)
	374�(326-782)
	292�(204-753)
	312�(182-619)
	320�(149-542)
	230�(168-373)
	284
	LBP \(µg/ml\)
	17,1�(14,8-21,8)
	24,3�(20,9-28,4)
	24,4�(21,5-30,7)
	20,7�(18,1-24,1)
	25,7�(19,2-32,2)
	24,3
	total-IL-8 (pg/ml)
	206�(165-259)
	180�(163-235)
	137�(108-182)
	138�(113-176)
	129�(128-169)
	157
	CRP (mg/dl)
	5,8�(4,8-7,7)
	IL-6 (pg/ml)
	38,6�(27,2-67,0)
	ex vivo Elastase (ng/ml)
	183�(131-214)
	164�(131-203)
	ex vivo Elastase bei 10 präoperativen Patienten:�
	ex vivo TNF-a (pg/ml)
	291�(238-355)
	352�(301-411)
	360�(299-476)
	409�(231-549)
	523�(474-561)
	367
	n=14
	n=14
	n=14
	n=12
	n=9
	n=6
	Neuinfektionen
	3
	6
	4
	1
	0
	0
	Gruppe B�(vermutete Infektion)
	IL-10 (pg/ml)
	6,1�(5-7,6)
	PCT (pg/ml)
	729�(193-5769)
	585�(349-3753)
	662�(307-2557)
	706�(285-2048)
	1008�(753-1613)
	339�(244-987)
	LBP \(µg/ml\)
	18,1�(15-20,4)
	27,7�(21,8-28,8)
	23,5�(20,4-31,7)
	22,9�(19,8-26,4)
	20,7�(16,8-33,4)
	15,4�(14,7-22,8)
	total-IL-8 (pg/ml)
	310�(191-610)
	314�(249-675)
	275�(200-347)
	253�(178-456)
	460�(174-1027)
	217�(122-518)
	CRP (mg/dl)
	6,3�(5,9-7,2)
	IL-6 (pg/ml)
	42,5�(35,4-73,7)
	ex vivo Elastase (ng/ml)
	248�(225-314)
	273�(203-329)
	ex vivo TNF-a (pg/ml)
	409�(290-645)
	449�(360-620)
	272�(172-419)
	374�(305-454)
	359�(317-671)
	330�(229-407)
	n=9
	n=9
	n=9
	n=8
	n=6
	n=6
	Neuinfektionen
	3
	2
	1
	0
	1
	2
	Gruppe C�\(mikrobiell bestätigte Infektion\)
	IL-10 (pg/ml)
	9,0�(6,5-17,9)
	PCT (pg/ml)
	1518�(1277-3690)
	2077�(931-2244)
	1021�(284-1402)
	698�(656-1395)
	439�(343-1206)
	331�(318-1020)
	)
	LBP \(µg/ml\)
	13,6�(12-17,7)
	20,6�(16,1-24,8)
	16,8�(14,2-28,5)
	16,1�(13,3-27,9)
	20,6�(15,4-49)
	21,8�(15,6-32,3)
	total-IL-8 (pg/ml)
	345�(258-498)
	363�(303-469)
	252�(177-370)
	223�(161-386)
	404�(311-459)
	427�(351-488)
	CRP (mg/dl)
	6,6�(6,2-7,1)
	IL-6 (pg/ml)
	38,2�(22,1-54,5)
	ex vivo Elastase (ng/ml)
	203�(147-248)
	203�(164-273)
	ex vivo TNF-a (pg/ml)
	224�(212-249)
	234�(207-279)
	259�(136-311)
	282�(185-473)
	197�(111-208)
	158�(115-277)
	Tabelle 5: Mediane \(sowie 25%- und 75%-Perzenti
	Tag 1
	Tag 2
	Tag 3
	Tag 4
	Tag 5
	Tag 6
	n=33
	n=33
	n=33
	n=16
	n=4
	n=1
	auf Monozyten
	Gruppe A�(keine Infektion)
	HLA-DR (AK/Zelle)
	6092�(5451-7259)
	5144�(3892-6118)
	6348�(4913-8033)
	7132�(4867-10524)
	8245�(5898-11560)
	7235
	CD86 (AK/Zelle)
	2019�(1840-2311)
	2022�(1762-2332)
	2260�(2045-2581)
	2171�(1777-2448)
	2490�(2147-2524)
	2024
	CD71 (AK/Zelle)
	2035�(1874-2147)
	1881�(1698-2073)
	2130�(1887-2379)
	1896�(1676-2146)
	1727�(1703-1853)
	1855
	CD64 (AK/Zelle)
	21468�(19078-23206)
	19943�(17104-24103)
	20297�(17110-22557)
	19019�(15940-21630)
	19030�(19015-19068)
	20078
	CD11b (AK/Zelle)
	15630�(11951-18490)
	15681�(11261-19866)
	16948�(15430-22360)
	19078�(12017-24918)
	22307�(18376-25454)
	11388
	auf Neutrophilen
	CD64 (AK/Zelle)
	1131�(908-1590)
	1612�(1184-2350)
	1415�(1133-1949)
	903�(747-1388)
	775�(626-854)
	998
	CD11b (AK/Zelle)
	6244�(4730-7650)
	5238�(4118-6056)
	5217�(4430-7191)
	6785�(4942-7855)
	5742�(4999-6344)
	5767
	n=14
	n=14
	n=14
	n=12
	n=9
	n=6
	Neuinfektionen
	3
	6
	4
	1
	0
	0
	Gruppe B�(vermutete Infektion)
	auf Monozyten
	HLA-DR (AK/Zelle)
	4164�(3713-6703)
	3529�(3108-4635)
	4120�(3072-5281)
	4557�(3542-8642)
	4716�(2635-6525)
	6568�(5603-8318)
	CD86 (AK/Zelle)
	1921�(1809-2264)
	1930�(1818-2174)
	2015�(1947-2177)
	2028�(1870-2326)
	1909�(1683-2296)
	2191�(2014-2787)
	CD71 (AK/Zelle)
	1921�(1650-2744)
	1989�(1902-2174)
	2245�(2032-2414)
	2187�(1927-2407)
	1862�(1637-1919)
	2052�(1990-2550)
	CD64 (AK/Zelle)
	20748�(18838-22598)
	21410�(17678-24096)
	16821�(15255-22922)
	21126�(15265-24952)
	22610�(16375-23148)
	23294�(13517-27921)
	CD11b (AK/Zelle)
	19236�(14546-20135)
	16333�(14373-18316)
	17078�(10956-19043)
	17089�(13406-21689)
	15440�(11908-17755)
	21998�(14890-26745)
	auf Neutrophilen
	CD64 (AK/Zelle)
	1334�(916-1917)
	2462�(1322-2730)
	1911�(1238-2609)
	1407�(1254-2998)
	1179�(1002-2464)
	1208�(825-1459)
	CD11b (AK/Zelle)
	5720�(4910-6898)
	4873�(4280-5982)
	5427�(3729-5931)
	4954�(4581-5970)
	5488�(4768-7460)
	7261�(5485-8502)
	n=9
	n=9
	n=9
	n=8
	n=6
	n=6
	Neuinfektionen
	3
	2
	1
	0
	1
	2
	Gruppe C�\(mikrobiell bestätigte Infektion\)
	auf Monozyten
	HLA-DR (AK/Zelle)
	4718�(3576-5309)
	3489�(2363-6361)
	3449�(3011-5111)
	5786�(3354-6836)
	3788�(2724-4645)
	3412�(2724-5403)
	CD86 (AK/Zelle)
	1915�(1800-2040)
	1799�(1704-2038)
	2020�(1933-2132)
	2208�(2049-2226)
	2017�(1857-2059)
	2057�(1876-2137)
	CD71 (AK/Zelle)
	2213�(1836-2223)
	2054�(1901-2365)
	2247�(2041-2689)
	2120�(2042-2284)
	2229�(2045-2721)
	1975�(1900-2109)
	CD64 (AK/Zelle)
	24247�(22990-25263)
	20342�(19122-22880)
	21468�(15651-22860)
	18744�(16769-22588)
	20168�(18409-22511)
	20971�(19156-21996)
	CD11b (AK/Zelle)
	14458�(11653-15507)
	14152�(11097-15021)
	15984�(14498-19129)
	15414�(13069-20479)
	15126�(12174-15514)
	12313�(11077-14548)
	auf Neutrophilen
	CD64 (AK/Zelle)
	1339�(911-1694)
	2222�(1351-2818)
	2152�(1920-2856)
	1653�(1106-2160)
	1470�(865-2007)
	1759�(1355-1954)
	CD11b (AK/Zelle)
	6325�(5125-6784)
	5339�(4521-6568)
	5129�(4319-7465)
	7067�(5279-7890)
	7521�(6418-9493)
	8520�(6555-8600)
	Tabelle 6: Mediane \(sowie 25%- und 75%-Perzenti
	Gruppe A�(keine Infektion)
	Gruppe B�(vermutete Infektion)
	Gruppe C�\(mikrobiell bestätigte Infektion\)
	gesunde Probanden
	n=24
	n=13
	n=4
	n=8
	IL-8 (2-(C(T))
	0,07 (0,03-0,11)
	0,11 (0,06-0,18)
	0,11 (0,06-0,15)
	0,47 (0,21-0,96)
	IL-10 (2-(C(T))
	0,03 (0,02-0,05)
	0,04 (0,02-0,05)
	0,06 (0,04-0,13)
	0 (0-0,01)
	SOCS-3 (2-(C(T))
	0,87 (0,28-1,98)
	0,36 (0,26-1,62)
	1,64 (1,11-2,02)
	0,23 (0,13-0,39)
	Rantes (2-(C(T))
	6,8 (4,0-12,1)
	4,4 (2,9-6,7)
	3,14 (2,27-4,72)
	31,9 (24,0-38,2)
	HO-1 (2-(C(T))
	1,53 (1,13-2,74)
	1,51 (1,03-2,99)
	3,08 (2,11-6,56)
	1,09 (0,95-1,71)
	TNF-a (2-(C(T))
	0,33 (0,20-0,56)
	0,34 (0,22-0,45)
	0,4 (0,24-0,59)
	0,60 (0,31-1,07)
	Untersuchung des gesamten Patientenkollektivs bez
	Erhöhung von Immunaktivierungsmarkern in allen P�


	Alle Patientengruppen zeigten postoperativ vor al
	�
	Abbildung 9: Erhöhte total-IL-8-Spiegel \(nach �
	�
	Abbildung 10: Gleichermaßen erhöhte LBP-Plasma-S
	�
	Abbildung 11: Verminderte leukozytäre IL-8-mRNA-�
	�
	Abbildung 12: Signifikant erhöhte ex vivo Elasta�
	�
	Abbildung 13: Stark erniedrigte leukozytäre Rant�
	
	Immundeaktivierung / Immundepression in allen Patientengruppen


	Als Zeichen für eine Immundepression waren in al�
	�
	Abbildung 14: Erniedrigte monozytäre HLA-DR-Expr�
	�
	Abbildung 15: Erniedrigte monozytäre CD86-Expres�
	�
	Abbildung 16: Erhöhte IL-10-Plasma-Werte bei Pat�
	�
	Abbildung 17: Erhöhte leukozytäre IL-10-mRNA-Exp
	�
	Abbildung 18: Erhöhte leukozytäre SOCS-3-mRNA-Ex
	Paraklinische Patientengruppen: Immunaktivierung und HLA-DR-Erholung

	Eine Korrelationsanalyse zwischen den Immunaktivi
	Tabelle 7: Signifikante Korrelationen zwischen Ta
	HLA-DR auf Monozyten
	Tag 1
	Tag 2
	Tag 3
	Tag 4
	Tag 5
	Tag 6
	Korrelationskoeffizient nach Spearman
	total-IL-8 Tag 1
	k= -0,35*
	k= -0,53**
	k= -0,54**
	k= -0,39*
	k= -0,75**
	k= -0,67*
	PCT Tag 1
	/
	k= -0,36*
	k= -0,35**
	/
	k= -0,62**
	/
	Plasma-IL-10 Tag 1
	/
	k= -0,40**
	k= -0,41**
	/
	/
	/
	*p<0,05�**p<0,01
	Diesen Ergebnissen entsprechen die Auswertungen d
	�
	Abbildung 19: Signifikant niedrigere HLA-DR-Expre
	�
	Abbildung 20: Signifikant niedrigere HLA-DR-Expre
	�
	Abbildung 21: Signifikant niedrigere HLA-DR-Expre
	Differenzierte Untersuchung der verschiedenen klinischen Patientengruppen
	Immunaktivierung bei Patienten mit postoperativer Infektion


	Patienten mit Infektion zeigten generell eine st�
	In den Gruppen B und C im Vergleich zur Gruppe oh
	�
	Abbildung 22: Erhöhte PCT-Plasma-Spiegel in den �
	Die ex vivo Elastase-Produktion war in der Gruppe
	Währenddessen war LBP an allen sechs gemessenen �
	
	Immundeaktivierung bei Patienten mit postoperativer Infektion


	Des weiteren zeigten Patienten mit Infektion im V
	ROC-Analysen
	Marker bezüglich postoperativer Infektion \(Gru�


	Um Marker zu erhalten, die zwischen Patienten ohn
	Dagegen konnten konventionelle Infektionszeichen 
	�
	Abbildung 23: ROC-Kurven der Tag 1-Werte von mono
	�
	Abbildung 24: ROC-Kurven der Tag 1-Werte von Immu
	�
	Abbildung 25: ROC-Kurve der Tag 1-Werte von CRP b
	Mit Hilfe der ROC-Kurven wurden Schwellenwerte de
	Tabelle 8: AUC, Sensitivität \(Sens.\), Spezif
	AUC (95%-CI)
	Schwellenwert
	Sens. (95%-CI)
	Spez. (95%-CI)
	PPV
	NPV
	RR
	Einzelmarker
	HLA-DR auf Monos
	0,75 (0,62-0,86)
	<4718 AK/Zelle
	0,57 (0,34-0,77)
	0,88 (0,72-0,97)
	0,76
	0,74
	2,98
	Plasma-IL-10
	0,68 (0,53-0,80)
	>5,6 pg/ml
	0,67 (0,43-0,85)
	0,74 (0,55-0,88)
	0,64
	0,77
	2,73
	total-IL-8
	0,73 (0,57-0,88)
	>322 pg/ml
	0,52 (0,30-0,74)
	0,93 (0,77-0,99)
	0,85
	0,73
	3,13
	PCT
	0,68 (0,52-0,85)
	>650 pg/ml
	0,65 (0,43-0,84)
	0,73 (0,54-0,87)
	0,63
	0,75
	2,5
	ex vivo Elastase
	0,72 (0,58-0,84)
	>203 ng/ml
	0,64 (0,41-0,83)
	0,74 (0,55-0,88)
	0,64
	0,74
	2,47
	Markerkombinationen
	2 von 3en: HLA-DR und/oder total-IL-8 und/oder ex vivo Elastase
	0,55 (0,32-0,76)
	0,88 (0,71-0,96)
	0,75
	0,74
	2,85
	HLA-DR UND total-IL-8
	0,38 (0,18-0,62)
	1 (0,88-1)
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	0,69
	3,23
	Routinemarker
	CRP
	0,58 (0,42-0,73)*
	(>5,84 mg/dl)
	pos. SIRS-Kriterien
	0,66 (0,52-0,81)
	mindestens 2
	0,83 (0,61-0,95)
	0,45 (0,28-0,64)
	0,51
	0,79
	2,44
	*? kein signifikantes diskriminatives Potenzial von CRP am Tag 1
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	AUC (95%-CI)
	Schwellenwert
	Sens. (95%-CI)
	Spez. (95%-CI)
	PPV
	NPV
	RR
	HLA-DR
	0,85 (0,73-0,96)
	<5792 AK / Zelle
	1 (0,66-1)
	0,67 (0,48-0,82)
	0,45
	1
	>9,9
	Plasma-IL-10
	0,76 (0,55-0,96)
	>7,3 pg/ml
	0,75 (0,35-0,97)
	0,84 (0,66-0,95)
	0,55
	0,93
	7,64
	total-IL-8
	0,76 (0,59-0,88)
	>322 pg/ml
	0,56 (0,21-0,86)
	0,93 (0,77-0,99)
	0,71
	0,87
	5,54
	PCT
	0,77 (0,62-0,89)
	>965 pg/ml
	0,78 (0,40-0,97)
	0,79 (0,61-0,91)
	0,5
	0,93
	7
	CRP
	0,55 (0,34-0,75)*
	SIRS
	0,62 (0,43-0,81)*
	*? kein signifikantes diskriminatives Potenzial
	
	Marker am Tag 1 bezüglich Infektion ab Tag 2 \(�
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	0,53 (0,28-0,77)
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	0,75
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