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1 EINLEITUNG

1.1 Kilinische Definition der Sepsis und sepsisverwandt Erkrankungen

Ein Meilenstein in der Sepsisforschung war die fdrarung international gultiger Definitionen
der Sepsis sowie von sepsisverwandten Erkrankudgemnrotz einiger, in der Folge ausfuhrlich
diskutierter Nachteile der Definitionen haben stkbse international weitgehend durchgesetzt
und tragen mal3geblich zum Erfolg der Sepsisforsghai. Ein wesentlicher Fortschritt war
dabei die Ablosung einer verwirrenden Vielfalt vBegriffen und Diagnosen, wodurch die
Grundlagen fur die internationalen Vergleichbarkein Forschungsergebnissen geschaffen
wurde. Die Erkenntnis, dass ahnliche klinische padaklinische Symptome nicht nur durch das
Eindringen von Krankheitserregern, sondern auckldsterile Traumata (wie z.B. chirurgische
Eingriffe), Verbrennungen oder eine akute Panktisadiisgelost werden kdnnen, fuhrte zur De-
finition des Syndroms der Systemischen Entzindwadgion (SIRS). Das Krankheitshild der
Sepsis wurde je nach Auftreten eines typischen i@gaagens in die Diagnosen Schwere Sep-

sis, Septischer Schock oder Sepsis im engeren 8imeeeilt.

Diese Definitionen sind im Folgenden tabellaris@sdhrieben und sind auch Grundlage der

Diagnosestellung in der hier vorgelegten Arbeit.

Klinische Kriterien fur das Vorliegen eines SIRS

Hyperthermie (>38,3C oder Hypothermie <35,6C)

Tachykardie (Herzfrequenz >90/min)

Tachypnoe (Atemfrequenz >20/min oder PaCO, <32 mmHg) oder maschinelle Beatmung

Leukozytose (>12000/ul) oder Leukopenie (<4000/ul) oder Linksverschiebung mit >10% unreifer
Neutrophiler Granulozyten im Differentialblutbild

Tabelle 1. SIRS-Kriterien gemaf der ACCP/SCCM-Konsesuskonferenz [1]

Die Diagnose eines SIRS wird gestellt, wenn mirelestzwei der Kriterien der Tabelle 1 vorlie-
gen. Eine Sepsis wird diagnostiziert, wenn zusétziu den Symptomen eines SIRS der Nach-
weis oder ein hinreichender Verdacht auf eine hdekvorliegt. In der vorliegenden Studie galt

eine Infektion als nachgewiesen, wenn ein Kriteraen Tabelle 2 zutraf.



Kriterien fur das Vorliegen einer Infektion

Nachweis von Granulozyten in normalerweise steriler Kérperflissigkeit

Durch positive Kultur oder Gram-Farbung nachgewiesene pathogene Mikroorganismen in Blut, Urin,
Sputum oder sonst steriler Flissigkeit

Augenscheinlich erkennbare Ursachen einer Infektion (z.B. Darmperforation mit freier Luft, in die Bauch-
héhle ausgetretener Darminhalt, purulente Wundverhéltnisse)

Sonstiger klinischer Nachweis einer Infektion — z.B. behandelte Pneumonie, Purpura fulminans etc.

Tabelle 2. Die in der vorgestellten Studie verwanén Kriterien zum Nachweis einer Infektion. Modifiziert
nach [1]

Als Schwere Sepsis bezeichnet man eine Sepsi®imketypische Organfunktionsstérung her-
vorruft. Besonders héaufig betroffen sind dabei dasz-Kreislauf-System, die Niere, die Lunge,

die Leber sowie die Blutgerinnung.

Kriterien fur das Vorliegen einer Organdysfunktion

Systolischer Blutdruck <90 mmHg oder Abfall des systolischen Blutdrucks von >40 mmHg vom Aus-
gangswert oder mittlerer arterieller Druck <70 mmHg fir mindestens eine Stunde (trotz adaquater Volu-
mensubstitution) und/oder Therapie mit Dopamin (= 5pg/kgkG/min) oder jede Katecholamintherapie

Oligurie fur mindestens eine Stunde (0,5ml/kgKG/h)

Arterielle Hypoxie (Pa0,/Fi0, <280 ohne Pneumonie oder <200 mit Pneumonie)

Metabolische Azidose (pH< 7,3 oder BE =5,0 mmol/l) oder Laktat >2 mmol/l

Bewusstseinstribung (GCS <14 oder akute Verschlechterung)

Thrombozytopenie (<100 000/ul)

Tabelle 3. Kriterien anhand der die Diagnose eine®rganversagens gestellt wurde [1]

Verschiedene Punkte haben in der Vergangenheitrizik lin diesen Definitionen gefiihrt. Zu-

nachst einmal sind die Symptome nicht spezifisch, gie treten einzeln und in Kombination
auch bei anderen infektiosen und nichtinfektibsekrdhkungen auf. So kann zum Beispiel die
Diagnose SIRS formal schon gestellt werden, werigrand eines grippalen Infektes Fieber und
damit verbunden eine Tachykardie auftritt [2]. Sosaitzt die Diagnose zumindest eine verninf-
tige Interpretation der erhobenen Parameter voiasdiber hinaus treten die klinischen Symp-
tome im pathophysiologischen Prozess verhaltnisgna@at auf. Damit wird ein friihzeitiger

Beginn einer Therapie verhindert, im Falle von inmmodulatorischen Verfahren ein Erfolg



maoglicherweise sogar verhindert, da davon auszugeatedass zum Zeitpunkt des Auftretens

klinischer Sepsissymptome die Dysregulation des umsystems schon so weit fortgeschritten
ist, dass eine Intervention schwierig oder nicHblgrversprechend ist [3]. Schlie3lich ist eine

individuelle Prognosestellung anhand der beschniebdTriterien nur eingeschrankt moéglich. So

kann das Sterblichkeitsrisiko zweier Patientendeit gleichen Sepsis-Symptomen unterschied-
lich sein, da das Risiko mal3geblich von Vorerkrargan abhé&ngig ist.

Die beschriebenen Punkte fihrten nach VorstellusrgSepsis-Definitionen zu intensiven Dis-
kussionen [2,4]. Zehn Jahre nach der ersten Ventlitfhung fand deshalb eine erneute Begu-
tachtung im Rahmen einer internationalen Expertefétenz statt, die die Nutzlichkeit der be-
schriebenen Konzepte fir Klinik und Forschung beg#i[5]. Zwischenzeitlich gewonnene Er-
kenntnisse fuhrten zu einer Erweiterung der Liste 8ymptome, die die Diagnose Sepsis
begriinden. Zudem wurde eine Diagnose anhand vaklpaschen Markern als zukinftiges
Ziel der Forschung beflrwortet, um eine Verbessgrder bisher nur mafligen Spezifitat der
Diagnoseparameter zu erreichen und den ZeitpunkD@mgnosestellung nach vorne zu verla-
gern. Das Augenmerk der Forschung richtete sicleidaisher hauptsachlich auf eine Diagnose
anhand von Zytokinspiegeln oder der Zytokinsekretton isolierten Leukozytenpopulationen
[6-8]. Trotz intensiver Bemuhungen ist es bish&rdlngs noch nicht gelungen, die bisher gulti-
ge klinische Diagnose zu ersetzen. Ein weiteregling der Diskussion war die Anregung, ein
Diagnosesystem zu entwerfen, das eine differemziRnognose sowie eine Individualisierung der
Therapie ermoglicht. Unter dem Akronym PIRO wurdie @rundriss flr ein solches System
entworfen, das diesen Anspriichen gerecht werdérDad PIRO-System kategorisiert Patienten
anhand der Dimensionemdelisposition, ifektion, Reaktion des Immunsystems undg@nfunk-
tionsstorung und ist in Anlehnung an das erfoldrei@ NM-Klassifikations-System (TNM, Tu-
mor-Node-Metastasis) der UICC (Union InternatioBahntre le Cancer) entstanden. Das PIRO-
System soll der Erkenntnis Rechnung tragen, dassnBanpopulationen, auf die eine Diagnose
zutrifft (z.B. ,Sepsis’ oder ,Schwere Sepsis’), séleterogen hinsichtlich der Prognose und der
geeigneten Therapie sind. So kann das Sterblidrisko abhangig von Erreger, Alter, Vorer-
krankungen und Immunstatus erheblich variierenhauenn der klinische Zustand verschiede-
ner Patienten kaum Unterschiede zeigt. Eine Eingahg der individuellen Prognose ist heute
nur Uber Punktesysteme maglich, die basierend exdchiedenen physiologischen Parametern
ein Sterblichkeitsrisiko berechnen. Prominente [els flir Prognosescores sind APACHE-III-
(Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), [SAPS- (Simplified Acute Physiology
Score) [10], sowie der SOFA-Score (Sepsis Relateghi®©Failure) [11]. Insbesondere die Ver-



gleichbarkeit von Studienergebnissen wird durchHiéerogenitat von Studienpopulationen, die
anhand eingangs beschriebener Kriterien rekruttertlen, getriibt. Obwohl ein globaler Erfolg
in der Sepsistherapie bisher ausblieb, haben Jedsame experimentelle Therapieansatze in
Subpopulationen zu Erfolgen gefiihrt [12]. Das fidurtdem Schluss, dass ein Problem der Sep-
sistherapie darin liegt, geeignete Patienten fiie e@ntsprechende Behandlung auszuwahlen. Ein
geeignetes Diagnosewerkzeug ist also essentiedifigr erfolgreiche Evaluation neuer Therapie-
ansatze. Insbesondere fir immunmodulatorische Binagsanséatze bieten sich Techniken an,

die Patienten anhand des aktuellen Immunstatusifideren.

1.2 Entzindungsreaktion und Sepsis

Eine funktionierende Abwehr eindringender Mikroarganen ist fir das Uberleben unverzich-
tbar. Gleichzeitig kann eine UberschieRende, uolgiedie Immunantwort zur Bedrohung fir den
eigenen Organismus werden [13]. Die Pathophysieldgir Sepsis entwickelt sich im Grenzge-
biet zwischen notwendiger Entziindungsreaktion, kemsptorischer Entzindungshemmung und
den Folgen fur die Infektabwehr und die korperlidhegritat.

1.2.1 Die Inititialisierung der Entziindungsreaktion

Die Schadigung des Organismus durch Trauma oderEdasringen von Krankheitserregern
wird lokal mit einer Entziindungsreaktion beantwbriese hat das Ziel, beschadigtes Gewebe
zu entfernen und Keime zu eliminieren. Zeitnah imser Entziindungsreaktion wird eine antiinf-
lammatorische Gegenreaktion initiiert, die auf ezeéliche und raumliche Begrenzung der ent-
zundlichen Reaktion zielt und der Vermeidung eiehadigung von gesundem Gewebe dient.
Als initiales Ereignis der Entziindungsreaktion witer Kontakt von Krankheitserregern und
Bestandteilen ihrer Zellwande mit Gewebsmakrophdgstrachtet. Typische Zellwandbestand-
teile sind Endotoxin (syn. Lipopolysaccharid, LR®) Bestandteil der gram-negativen Zellwand,
Lipoteichonsaure bei grampositiven Bakterien odstidoglykan aus Pilzen.

Diese Bakterienantigene werden auch als pamp (gethassociated-patterns) bezeichnet und
von Makrophagen mit Hilfe so genannter Pattern geition Rezeptoren (PRR) erkannt. Eine

Stimulation dieser Rezeptoren fuhrt zur Phagozytesebetreffenden Pathogens. Anschlie3end
werden die Erreger intrazellular von Enzymen uraktigen Sauerstoffspezies sowie durch Sau-



reeinwirkung abgetotet. Teile dieser inaktivierterankheitserreger werden an der Zelloberfla-
che prasentiert. Die Antigenprasentation wird dudteh MHC Klasse Il vermittelt (MHC, Major
Histocompatibility Complex) und fuhrt zu einer Akigrung von Zellen des adaptiven Immun-
systems. Dabei ist die Fahigkeit der MakrophagemAntigenprasentation abhangig von der
Zahl an der Zelloberflache vorhandener HLA-DR-Madikek (die ein Bestandteil des MHCs
sind). Uber die Quantifizierung der HLA-DR-Exprassimittels FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorting) ist eine Messung der Monozytenfunktmdglich.

Neben der Aktivierung von Zellen des adaptiven Imeystems Uber die Antigenprasentation
erfolgt eine Rekrutierung weiterer Immunzellen Gder Freisetzung proinflammatorischer Zy-

tokinen.

1.2.2 Biologische Eigenschaften der Zytokine

Eine entscheidende Rolle beim Anstol3en und Unterales Krankheitsprozesses kommt den
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen zu [14jt@kine sind Proteine oder Glykoproteine
mit niedrigem Molekulargewicht. Sie sind an eineel¥ahl entziindungsassoziierter Signalt-
ransduktionswege beteiligt und wirken sowohl autokts auch parakrin. lhre wichtigsten Funk-
tionen sind Regulation der Zellproliferation, -magon, -differenzierung und -aktivierung. Dar-
Uber hinaus modulieren sie das Verhéltnis zwisdBetzindung und Entziindungshemmung.
Anhand dieser Eigenschaft werden sie Ublicherwieiggo- und antiinflammatorische Zytokine
unterteilt, trotzdem sie pleiotrope, auch gegetishz Wirkungen zeigen kénnen. Uber intrazel-
lulare Signalkaskaden beeinflussen die Zytokine Gemexpression. Dies wird vor allem Uber
den JAK-STAT- und den MAPK-Signaltransduktionsweggnaittelt [15]. Nach heutigem Kenn-
tnisstand sind an Entziindungsvorgangen eine Vikelzah Zytokinen, Hormonen, Lipidmedia-
toren und Neurotransmitter beteiligt, die ein Nedn Wechselwirkungen auf lokaler und syste-
mischer Ebene miteinander verbindet. Insgesamt lsisiter Gber 80 Zytokine oder assoziierte
Molektle im Zusammenhang mit inflammatorischen Bssen beschrieben [16]. Das Verstand-
nis der Entziindungsregulation wird neben der Vidlzeerschiedener Mediatoren dadurch er-
schwert, dass Zytokine je nach Mikromilieu entgepsetzte Wirkungen zeigen kénnen [17].
Trotzdem lassen sich Zytokine grob aufgrund ihrarkiwhg in pro- und antiinflammatorische
Botenstoffe unterteilen. Die wichtigsten bekannpeainflammatorischen Zytokine sind TNFa
(Tumor Nekrose Faktor alpha), IlBXInterleukin B), IL-6 (Interleukin 6), IL-8 (Interleukin 8),
auf der Seite der antiinflammatorischen Zytokinedses IL-10 (Interleukin 10) und T@F

(Transforming-Growth-Factor beta) [18].



Auf Makrophagen und T-Zellen vom Th1-Typ wirkt sdwaler Tumornekrosefaktor als auch
IL-1p aktivitatssteigernd. So erzeugen diese Zytokime eiermehrte Freisetzung der proin-
flammatorischen Interleukine 6 und 8 [19,20]. TNEhrt aul3erdem zu einer Aktivierung und
Degranulation von neutrophilen Granulozyten [19heEweitere Phanomen ist die Aktivierung
der Gerinnung durch TNFa [21].

Die Interleukin 1 Familie besteht aus 3 Mitgliedeln-1a, IL-1f sowie dem antiinflammatori-
schen IL-1ra. Wahrend IL-1a und Il31n vielen Bereichen synergistisch mit TNFa wirkan;
tagonisiert IL-1ra als Rezeptorantagonist die Bffetter beiden ersteren Interleukine. Ahnlich
wie TNFa verstarkt IL-f die Sekretion verschiedener proinflammatorischgoldne wie bei-
spielsweise IL-6. Neben seiner synergistischen Wigkmit dem Tumornekrosefaktor wirkt es
zusatzlich stimulierend auf das Knochenmark, waid_euko- und Thrombozytose bei bakteriel-
len Entziindungen fuhrt; im Gegensatz zu TNFa kdesgizallerdings keine direkte zytotoxische
Potenz. Uber eine vermehrte Prostaglandinsyntmadgypothalamus wirkt IL-f pyrogen. Am
GefalRendothel erzeugt es neben einer gesteigetitestSffmonoxydproduktion eine Expressi-
on von Adhasionsmolekiilen und begiinstigt so dikbeytentransmigration [22,23].

Neben diesen ,klassischen’, seit langerem bekanmteinflammatorischen Zytokinen spielt die
Gruppe der Chemokine eine wichtige Rolle im Entzimgsgeschehen. Hierbei handelt es sich
um eine Gruppe von kleinen, (7-10 kDa) heparinbii@e Proteinen, deren Hauptfunktion in
der Leukozytenmigration und —chemotaxis liegt. Bleemokine lassen sich aufgrund charakte-
ristischer Cystein-Positionen in der Aminosauresegun vier Unterfamilien unterteilt, nament-
lich CCL, CXCL, CX3CL und XCL. Anhand der Familiamgehorigkeit sind die Chemokine
systematisch benannt. Chemokine mit bekannter\eetenuteter Funktion in der Pathophysiolo-
gie der Sepsis finden sich in der CXCL-Gruppe soslee CCL-Gruppe [24]. In der CXCL-
Familie sind dies z.B. Interleukin 8 (IL-8; CXCLB8)nterferon-Inducible-Peptid (IP-10;
CXCL10), Plattchenfaktor 4 (PF4; CXCL4) und GrowRkifated-Oncogen-alpha (GRO1,
CXCL1).

Die wichtigsten antiinflammatorischen Zytokine simterleukin 10 und TGE: IL-10 wirkt auf
vielfaltige Art immunmodulatorisch. Seine wichtigdtunktion ist die Begrenzung von Entzin-
dungsreaktionen und damit die Verhinderung einezessiven Gewebstraumas durch pro-
inflammatorische Mediatoren und reaktive Sauerspaties. Eine wichtiges Ziel fir die IL-10-
Wirkung sind Monozyten. So reduziert IL-10 die Esgsion proinflammatorischer Zytokine
(IL-1B , IL-6, IL-18 und TNFa) [25], ebenso wie die denhdginokine IL-8, IP-10, GRO1 und
MIP1la [26,27] . Gleichzeitig induziert IL-10 die deluktion antiinflammatorischer Mediatoren

10



wie IL-1ra und l6slicher TNFa Rezeptoren [28]. Eimeitere wichtige Funktion von IL-10 ist
die Regulation der Antigenprasentation durch Rdadoktler Zahl von HLA- [29], CD80 [30]
und CD86-Molekulen [28] auf der Oberflache von Makragen. Gleichzeitig wird jedoch die
Phagozytose-Aktivitat durch Induktion vonyFRezeptoren verstarkt [28]. IL-10 Effekte auf T-
Lymphozyten sind teilweise uber die beschriebenduRion proinflammatorischer Zytokine
vermittelt, dartiber hinaus gibt es aber auch dir&itrkungen: So unterdriickt IL-10 die Prolife-
ration und Zytokinproduktion von CD4+ T-Zellen, wéhd es die zytotoxische Aktivitat und
Vermehrung von CD8+ T-Zellen steigert [28]. TGwird von Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten produziert[31]. Es spielt wie IL-1Geiwichtige Rolle in der Kontrolle der Ent-
zundungsaktivitat durch Unterdrickung der Makrommedgtivitat [32]. Die Inaktivierung erfolgt
dabei sowohl Uber die Reduktion der Antigenprasemaund HLA-DR-Expression, als auch
Uber eine verminderte Freisetzung von Zytokinen Thd-a und IL- sowie reaktiver Sauers-
toffspezies [32]. Zudem hemmt T@Hlie Proliferation und Differenzierung sowohl von &ls
auch B-Lymphozyten [31,33] und wirkt damit zusatizlantiinflammatorisch.

1.2.3 Das adaptive Immunsystem in der Entziindungsreaktion

Neben den Zellen des angeborenen Immunsystemesellen des adaptiven Systems, na-
mentlich T-Zellen, eine zentrale Rolle in der Maatidn der Infektabwehr. In der Vergangenheit
beruhte die pathophysiologische Vorstellung von dlfét (Th-) Zellen auf einem dichotomen
Modell von Thl und Th2; durch die bessere Chara&ung von regulatorischen T-Zellen
(Tregs), Th1l7 Zellen und Naturlicher Killer- (NKWw. Naturlicher Killer-T- (NKT) Zellen ist

eine Erweiterung dieses Ansatzes moglich geworden.

Am besten untersucht ist nach wie vor die Funkton Th1l- und Th2-Zellen in der Abwehr von
Krankheitserregern. T-Helfer Zellen vom Typ 1 werdkirch die monozytare TNFa- und IB-1
-Sekretion stimuliert und fordern ihrerseits dieKvtghagenaktivitat durch Sekretion von Inter-
feron Gamma. NKT-Zellen werden durch die Freiseqzuon IL-2 aus diesem Helferzelltyp
aktiviert. Wahrend Thl-Zellen synergistisch mit gbaytierenden Zellen wirken, begunstigen
Th2-Zellen die humorale Infektabwehr. Dies wird dileerleukin 4 vermittelt, das B-Zellen
stimuliert und auf Th1-, NKT- und Th17-Zellen supperend wirkt. Aul3erdem wird die Mak-
rophagenaktivitat tber IL-4 und IL-10 gedrossehiH@lfer-Zellen vom Typ 17 sind durch eine
Sekretion des proinflammatorischen IL-17 charakieri. Dartiber hinaus sezernieren sie die

Molekule TNFa und IL-6, die zur Makrophagenaktivieg beitragen. IL-17 bewirkt, neben ei-
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ner verstarkten Freisetzung von inflammatorischgtoldnen aus einer Vielzahl von Zellen,
auch eine Chemotaxis von Neutrophilen Granulozyted ist damit fir die Bekampfung von

Eitererregern von Relevanz.

Der Einfluss von regulatorischen T-Zellen auf didiraikrobielle Immunantwort ist zurzeit Ge-
genstand intensiver Forschung. Verschiedenen Urtieasigen zeigen, dass diese Subgruppe der
T-Lymphozyten an der Eindammung uberschiel3enderuimeaktionen beteiligt ist. Gleichzei-
tig kann eine zu starke Begrenzung der Entzinduat) @ine effektive Erregerabwehr behin-
dern. Die meisten Studien zu regulatorischen Tedellurden allerdings an Parasiten und Viren
durchgeflhrt, also keine typischen Sepsiserredth 0 dass die Rolle von Tregs in der Sepsis

weiter Gegenstand der Forschung ist.

Naturliche-Killerzellen (NK-Zellen) und Naturlichi€tler-T-Lymphozyten sind auf zwei Wei-

sen in die Krankheitsabwehr einbezogen. Einerséiigsieren sie Phagozyten tber eine Freiset-
zung von IFNg, andererseits konnte eine direkte tdang verschiedener Bakterien und Pilze
Uber spezifische Proteine wie Granulysin und Perfoachgewiesen werden. Diese Proteine
wirken tumorizid durch die Bildung von Poren in lBeémbranen, ein entsprechender Mecha-

nismus wird auch bei der Mikrobenabwehr angenomj3gh

Im Verlauf einer erfolgreichen Abwehr von Mikroorgsmen kommt es zur zeitlich und rdum-
lich begrenzten Modulation der Immunfunktion. Daduwird eine effektive Erregerabwehr
erreicht, ohne dass es zur exzessiven Schadigumgvirtseigenem Gewebe kommt. Die Wir-
kung der verschiedenen zellularen Bestandteilelaesunsystems wird dabei Gber den Aus-
tausch von Botenstoffen koordiniert, insbesondeire Zytokinen und Chemokinen kommt dabei
eine wichtige Rolle zu. Die Funktion wesentlichgrtdkine und die Wechselwirkungen zwi-

schen den Zellpopulationen des Immunsystems isbbildung 1 dargestellt.

12



—» Aktivierung
—® Hemmung

Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung der Zell- zuZell-Kkommunikation zwischen dem angeborenen und
dem adaptiven Immunsystem. Nicht dargestellt sind Wchselwirkungen zwischen Dendritischen Zellen und
T-Lymphozyten. M: Makrophagen, N: Neutrophile Granulozyten, Th: T-Helferzellen, B: B-Lymphozyten,
NKT Naturliche Killer T-Zellen, Treg: regulatorisch e T-Lymphozyten. Schwarz: Wechselwirkung zwischen
angeborenen und adaptiven Immunsystem, Grau: Bezielmg zwischen Lymphozyten

1.2.4 Die immunologische Pathophysiologie der Sepsis

Nach heutigem Verstandnis kommt es bei der Sepsis tem SIRS zu einer Deregulation der
beschriebenen kompetitiven Mechanismen; im Korggrdeht ein Zustand, der sowohl Merk-
male einer Hyperinflammation als auch einer Immuymession tragt. Diese immunologischen
Dysregulation betrifft sowohl phagozytierende Zellgie Gewebsmakrophagen bzw. Monozy-
ten, als auch Zellen des adaptiven Immunsysteras vior allem T-Lymphozyten, und Naturli-

che Killerzellen. Wahrend die Hyperinflammation clurdie exzessive Freisetzung von Zytoki-
nen gekennzeichnet ist, wird die Immundepressiodgehlich durch eine verminderte Antigen-
prasentation durch Makrophagen sowie eine Versahigbvon T-Zell-Subpopulationen

verursacht.
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Ausldsendes Ereignis

/ (Bakterien, Trauma, Verbrennung etc.) \
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Entziindungsreaktion Entziindungshemmung
\ Ubertritt von Mediatoren /

in den Systemkreislauf
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Cardiovaskulare Suppression des
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HIEEEN ETE e Tod mit minimaler SIRS uberwiegt
Entziindung

Abbildung 2. Zwei komplementéare Funktionen des Immusystems stehen sich bei der Sepsis gegenuber und

sind fur verschiedene klinisch-pathologische Folgemerantwortlich. Modifiziert nach [18]

Potenzielle Quellen fur eine Schadigung des Gesgamemus ergeben sich dabei Uber folgen-
de Mechanismen: Erstens kdonnen die eindringendémolliganismen oder Bestandteile von
ihnen direkt einen toxischen Einfluss ausiiben. Raas zum Beispiel durch Freisetzung proteo-
lytischer Enzyme bei phlegmondsen EntzindungenFadr sein. Zweitens kdnnen toxische
Substanzen wie 48, oder Proteasen, die von Leukozyten zur Erregerabsezerniert werden,
das umliegende Gewebe schadigen. Schlie3lich wiBaenstoffe, die von diesen Zellen frei-

gesetzt werden, toxisch auf andere Organsysteme.

Schon seit den achtziger Jahren ist bekannt, dadsjdktion bestimmter Mediatoren (wie IL1
und TNFa) eine Reihe sepsistypischer Symptome weskaufdepression und Lungentdem
auslosen kann [13,36]. Zudem wird die toxische \Widk von Lipopolysaccharid zum Teil von
TNFa vermittelt. So schitzt die Applikation einegi-d NFa-Antikbrpers Mause vor einem leta-
len Schock nach Endotoxininjektion [37]. Die Wirlgudes Tumornekrosefaktors auf das Herz-
Kreislaufsystem wird tber die induzierbare NO-Swsthin Gefal3endothelzellen vermittelt. Die
vermehrte NO-Produktion fuhrt zu einer Senkung pespheren Widerstandes. Zudem wird

eine direkte kardiodepressive Wirkung diskutie@][3Die schockbedingte Sauerstoffmaldistri-
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bution ist mal3geblich an der Schadigung der End@gader Sepsis beteiligt [39]. Eine weitere
Wirkung am GefalRendothel ist ferner die Permeadilslieigerung sowie eine Verstarkung der
Leukozytentransmigration [40]. Die prokoagulatonisdNirkung von TNFa fihrt in der Sepsis
haufig zur Disseminierten Intravasalen GerinnunigsBr Vorgang wird zusatzlich durch Inter-
leukin 6 und das bakterieneigene LPS begunstigt [P413 wirkt in der Sepsis im wesentlichen

synergistisch mit TNFa [22].

Aus der Gruppe der Chemokine ist insbesonderelduotien 8 seit langerem als leukotaktisches
Zytokin im Zusammenhang mit der Sepsis beschrieDesse Eigenschaft ist besonders bei der

Sequestration von Neutrophilen in der Lunge undeagwicklung des ARDS relevant [41].

Im pathophysiologischen Prozess kommt den antimil@atorischen Zytokine eine malf3gebliche
Bedeutung bei der Entstehung der sepsistypischeruirdepression zu. Dabei kommt es zu ei-
ner Reduktion der monozytaren HLA-DR-Expression dathit zur Verminderung der Antigen-

prasentation.

Neben ihrem Einfluss auf Zellen des Immunsystemd Zitokine an der Sepsis-bedingten End-
organschadigung beteiligt. Der genaue Mechanisstutabei derzeit noch Gegenstand der For-
schung. Fur Mediator-vermittelte Veranderungen amiddegan (im Sinne einer Hibernation)
spricht, dass die histologisch fassbare Organsghéadihaufig nicht mit dem klinischen Ausmalf3
der Funktionsstorung Ubereinstimmt und es nachléliter Sepsis haufig zu einer schnellen
Verbesserung des klinischen Zustands kommt [428di.den Sepsis-bedingten Organschéaden
spielt IL-18, ein Interferon gamma induzierendesokin moglicherweise eine mal3gebliche Rol-
le [45].

1.3 Postoperative Immundepression als Risikofaktor furdie Entstehung einer Sepsis

Wie bereits oben beschrieben, kann eine Immunantwcint nur auf das Eindringen eines Erre-
gers in den Korper erfolgen, sondern auch duramdoristerile Entziindungsreize ausgeltst wer-
den. Typische Beispiele sind z.B. grol3e Weichtailtnen, Verbrennungen, aseptische Pankrea-
titiden aber auch Operationstraumen [7]. Nach e@yweration kommt es zunéchst zu einer Pha-
se der Hyperinflammation, die sich z.B. in einenstpperativen Anstieg der TNFa- und IL-6-
Plasmaspiegeln zeigt. Zur Begrenzung der Ubersehdsh Entzindung wird fast parallel eine
antientzundlichen Reaktion initiiert, die unter arem durch eine vermehrte Sekretion von
IL-10 charakterisiert ist [46]. Dies fuhrt zu einkéufig lang anhaltenden Verminderung der

HLA-DR-Expression auf Monozyten und einer reduserBekretion proinflammatorischer Zy-
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tokine [18]. Zusatzlich wird die T-Helfer-Zell-Polation beeinflusst, insbesondere durch eine
reduzierte Aktivitat der Thl-Lymphozyten. Diese |2el stimulieren durch Ausschuittung typi-
scher Mediatoren wie z.B. TNFa und IFNg (Interfegamma) die Aktivitat phagozytierender
Zellen.

Fur eine optimale Antigenprasentation und Aktivieguder Adaptiven Immunantwort ist neben
CD54 eine ausreichende Expression des HLA-DR aufanytéren Zellen notwendig. Durch die
postoperative Reduktion der Anzahl dieser Molekuilel die Monozyten-vermittelte Aktivie-
rung des Adaptiven Immunsystems behindert. Belégalie postoperative Immunsuppression
und die beschriebenen Mechanismen liegen in veadeher Form vor. So konnte z.B. nach ei-
ner offenen Cholezystektomie eine Suppression sbweh Thl-Lymphozyten als auch der
proinflammatorischen Zytokine gezeigt werden [4i{l lamit eine verminderte Resistenz gegen
eindringende Keime [48]. Andere Studien wiesen ejastorte T-Zell-Funktion (insbesondere
der Thl-Funktion) und verminderte HLA-Expressiof lslwnozyten nach [49-51]. Die monozy-
tare HLA-Expression ist ein Marker fur den Aktitgaustand und verminderte HLA-Expression
ist mit einer schlechten Prognose von Sepsispatiergrbunden [12,52,53]. Das funktionierende
Zusammenarbeiten sowohl der Monozyten und Makrogmads auch der Thl-Zellen ist fur die
erfolgreiche Bekdmpfung von zellularen Krankheitsgern essentiell. Wie bereits oben be-
schrieben, nehmen Makrophagen eine SchlUsselrell@dy Initialisierung der Immunantwort
ein. Zum einen Bekadmpfen sie eindringend Erregaktidurch Phagozytose, zum anderen zah-
len sie mit den dendritischen Zellen zu den Anti§eésentierenden Zellen, deren Aufgabe es
ist, die adaptive Immunantwort auszulésen. Zudemiviaken sie andere Immunzellen durch
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Die Rimgoseleistung von Monozyten und Mak-
rophagen wird durch Thl-Zell-Mediatoren wie zum $péel IFNg unterstitzt. Somit wirken
Thl-Zellen und phagozytierende Zellen synergistigzie ausreichende Produktion proinflam-
matorischer Mediatoren ist fur die erfolgreiche Belpfung eindringender Keime essentiell
[54,55]. Dies zeigte sich unter anderem durch di#gdaschenden Therapieversuche mit ver-
schiedenen gegen die Aktivitdt von TNFa gerichtedgenzien [56-58]. Die verminderte pra-
und postoperative Produktion dieser Mediatorentfalso zu einer verminderten Resistenz ge-

genlber eindringenden Keimen und damit zu einedliirhg des Risikos einer Sepsis [59].

1.4 Immunomonitoring in septischen und postoperativen Btienten

In der Vergangenheit hat es eine Vielzahl von Vetsa gegeben, in das immunologische Ge-
schehen der Sepsis einzugreifen. Auch wenn diessata im Tierversuch haufig erfolgreich
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war, kam es bei Therapieversuchen am Menscherubigemige Ausnahmen zu enttduschenden
Ergebnissen. In der Analyse kam man zu dem Ergetass verschiedene Ursachen fir diesen
Misserfolg verantwortlich sind.

So war der Krankheitsprozess lange Zeit ungenugenstanden; unter der Vorstellung, dass
eine Uberschielende Entzindung fir die Sepsissymepterantwortlich sei, zielten verschiede-
ne Therapien einseitig auf eine Immunsuppressi@meben konnen Therapien in experimentel-
len Modellen frihzeitig begonnen werden, wahrered Riagnose anhand klinischer Symptome
erst gestellt wird, wenn die Immunfunktion schoghtzaltig gestort ist (Synopsis in [3]).

Aus dieser Erkenntnis ergab sich die Notwendigkeit Entwicklung von Werkzeugen zur
Uberwachung der Immunfunktion. Zwei grundsatzliGteategien wurden dabei in der Vergan-
genheit verfolgt. Die eine basiert auf der Durck$izytometrie (sogenannte FACS-Analyse), mit
deren Hilfe die HLA-DR-Expression auf der Oberflachm Blut zirkulierender Monozyten
quantifiziert werden kann, die andere Strategidelbaauf der Messung von Zytokinen. Dies
kann z.B. als Risikostratifizierung anhand von Zytplasmaspiegeln erfolgen, daneben wird
auch die ex vivo-Sekretion von Zytokinen zur Praggstellung herangezogen. [60,61].

Die Messung der Anzahl der HLA-DR-Molekiile auf seonozytaren Zelloberflache ist dabei
das am besten etablierte System und ist in eia@datdisierten Form verflugbar [62]. Beeinf-
lusst wird die Expression dieses Bestandteils dekCNI von verschiedenen Faktoren. So Uben
z.B. pro- und antiinflammatorische Zytokine einedulierende Wirkung auf die Molekilzahl
aus [12,63]. In verschiedenen Studien konnte detriertswerden, dass die FACS-Analyse der
HLA-DR-Expression in der Lage ist, das Risiko fime: Sepsis vorherzusagen. So wurde eine
Risikopradiktion durch HLA-DR an Patienten nach églansplantation [64], nach Kardiochi-
rurgie mit Herz-Lungen-Maschine [65] sowie nachuina nachgewiesen [66]. Damit liegen flr
FACS-Analyse der HLA-DR-Expression die weitaus reisklinischen Studien vor. Weitere
Vorteile dieses Verfahrens sind die einfache kiines Handhabbarkeit und schnelle praktische
Durchfuhrbarkeit.

Weitere Verfahren zur Risikopradiktion basieren daf Messung von Zytokinspiegeln bzw.
Zytokinsekretion isolierter Zellpopulationen oder @Bestimmung anderer Infektionsassoziierter
Plasmaproteine wie Procalcitonin (PCT) und dem &ktreen Protein. So konnte eine Bezie-
hung von erhdhten Plasmaspiegeln von IL-6 mit esolitechten Prognose bei Schwerer Sepsis
gezeigt werden [67]. Andere Studien untersuchtenB#ziehung von TNFa, ILBlsowie an-
tiinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-10 als pliitive Marker. Wenngleich fur eine Viel-
zahl von Botenstoffen eine Assoziation mit der Paxp festgestellt werden konnte, hat sich

bisher keins dieser Testverfahren in der kliniscReaxis durchsetzen kénnen. Ein effektives
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Biomedizinisches Diagnoseverfahren erfordert eirglmbist hohe Sensitivitat und vor allem
Spezifitat um die Zahl der Fehldiagnosen gerindpalten. Bisher konnte keines der publizierten
Zytokin-basierten Verfahren diesen Anforderungeregfet werden [60,68-70].

In der letzten Zeit ist die Evaluation der Genegpren als weitere Moglichkeit greifbar gewor-
den Dazu steht neben der Verwendung von so gemaridA-Mikroarray-Untersuchungen
auch die Verwendung der rt-PCR zur Verfugung [7]L,%2it ihrer Einfihrung in die medizini-
sche und naturwissenschaftliche Forschung hat diehrt-PCR als nitzliches Verfahren zur
Quantifizierung von mRNA in Proben verschiedendi&tur bewaéhrt. Seit einigen Jahren
kommt die rt-PCR auch als Diagnostikum in verschiesh Bereichen der Medizin zum Einsatz,
so z.B. bei der Messung von Virustranskripten [BR-T der Sepsisdiagnostik kbnnte sich dabei
insbesondere die Moglichkeit zur Evaluierung depriggsion von Genen aus verschiedenen Tei-
len des Immunsystems als Vorteil erweisen. Wéahsgetd die FACS-Analyse nur auf die Mono-
zytenfunktion stutzt, konnte so auch die Funkti@n v-Lymphozyten zur Prognosestellung
herangezogen werden. Dartber hinaus bietet die @&RVorteil einer einfachen klinischen
Handhabbarkeit. Die vorliegende Arbeit verwendet #iICR-gestitzte Quantifizierung von
MRNA aus Vollblutproben zur Entwicklung eines Tesfahrens zur Risikopradiktion einer

postoperativen Sepsis.

1.5 Immunmodulatorische Strategien in der Sepsisthera

Bisher wurden in der Behandlung der Sepsis verdehie Verfahren zur Beeinflussung des Im-
munsystems erprobt. Dabei unterscheidet sich @@nyrd ein antiinflammatorischer Therapie-
ansatz. Wahrend der Einsatz von TNFa-Antagonistikn]l-Rezeptorantagonisten, anti-

Endotoxin-Antikdrpern und eine hochdosierte Kortilgabe auf eine Begrenzung der Uber-
schie3enden Entzuindungsreaktion abzielten, rigtatdie Stimulation durch IFNg oder GM-

CSF primar gegen die in zahlreichen Sepsispatidrgebachtete Monozytenanergie [12,76].

Basierend auf der Beobachtung, dass Substanzediedi®irkung proinflammatorischer Boten-

stoffe antagonisieren, in tierexperimentellen Sapsidellen die Sterblichkeit malRgeblich senk-
ten, wurde eine Reihe von klinischen Studien aneR@&n durchgefiihrt. Dabei konnten die
gunstigen Ergebnisse der Tierversuche am Menscicén lmestatigt werden. Als Ursache wird

angenommen, dass die verwendeten Sepsismodell&idmtion am Patienten nicht gerecht
wurden. So vernachlassigt z.B. das Endotoxinsciva#ell die Erkenntnis, dass proinflamma-
torische Mediatoren in der Bekampfung von lebendéroorganismen unerlasslich sind. Auch
das wesentlich realistischere CLP-Modell (Z&kumaltigy und Punktion) einer bakteriellen Peri-
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tonitis kommt dem tatsachlichen pathophysiologiscReozess nicht nahe genug, unter anderem,
weil bei einer experimentellen Sepsis der genaupukt des Krankheitsbeginns bekannt ist
und so eine zeitlich genau abgestimmte Therapidriitizeitigem Beginn moglich ist [3,55]. Im
Menschen ist die Sepsis ein mehrzeitiges Geschememiederholtem Kontakt von Immunzel-
len mit LPS sowie verschiedenen therapeutischemantionen, was in den beschriebenen Mo-

dellen nur unzureichend reprasentiert wird.

Ausgehend von der Erkenntnis, dass Monozyten vptissben Patienten durch eine reduzierte
HLA-DR-Expression an der Zelloberfliche und dam@rbunden eine reduzierte Antigen-
Prasentation charakterisiert sind, entstanden pheasatze die auf eine Aufhebung dieser so
genannten Monozytenanergie zielten. So lasst selkkivitdt von Monozyten durch in-vitro-
Stimulation durch IFNg wirksam steigern [12]. AUGIM-CSF ist eine viel versprechende Subs-
tanz. Wichtige Voraussetzung fir eine immunstimariathen Therapien ist allerdings ein ent-
sprechendes Diagnostikum, das es erlaubt, geeiffagtenten auszuwéhlen, da nicht bei allen
Erkrankten und nicht zu jedem Zeitpunkt mit einegeschrankten Monozytenfunktion zu rech-

nen ist.

1.6 Epidemiologie und Gesundheitstkonomische Bedeuturtgr Sepsis

Die Sepsis stellt in Deutschland die dritthaufigtelesart nach bdsartigen Neubildungen und
dem Myokardinfarkt dar. Einer in jingerer Zeit paldrter Studie zufolge betragt die Inzidenz
in Deutschland etwa 116 Neuerkrankungen pro 100Ei6@ohner und Jahr, fur die Schwere
Sepsis zusatzlich 110 Neuerkrankungen/100 000 Hinerda [77]. In der amtlichen Todesursa-
chenstatistik liegt diese Zahl allerdings deutlgdringer, wohl auch weil die Sepsis selten als
alleinige Todesursache vorkommt, sondern zumeistambination mit anderen die Lebenser-
wartung limitierenden Erkrankungen. In anderen stdestaaten wie den USA und Frankreich
sind die Fallzahlen vergleichbar [78-80]. Die Mdittd der Sepsis ist trotz Fortschritten in der
Behandlung immer noch unakzeptabel hoch [81]; &nmlie des Deutschen Kompetenznetzes
Sepsis ermittelte eine Letalitat der Schweren Sepsn 54%. Die Behandlungskosten belaufen
sich in Deutschland auf etwa 1,77 Mrd. Euro prorJdas entspricht etwa 30% des Budgets flr
Intensivmedizin [77]. Damit stellt die Sepsis nichir eine lebensbedrohliche Erkrankung dar,
sondern auch eine erhebliche Belastung des Gesitsitheshaltes. In dem Spannungsfeld von

lebensnotwendiger Behandlung und in zunehmendeneMaBh von 6konomischen Aspekten
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beeinflussten &arztlichen Entscheidungen entwickeh nicht nur die Therapie sondern auch die

Forschung auf diesem Gebiet.

Als typische Risikofaktoren flr die Entwicklung emSepsis gelten vor allem Erkrankungen, die
das Auftreten einer schweren Infektion begunstigeshesondere sind zu nennen: Diabetes mel-
litus, Niereninsuffizienz, eine HIV-Infektion sowimaligne Neubildungen [82]. Daneben ist
auch das Alter ein wichtiger Risikofaktor. Nachesm Gipfel in der Neonatalperiode fallt die
Inzidenz bis zum 4. Lebensjahr parallel mit derviecklung eines schlagkraftigen Immunsys-
tems stark ab und steigt dann mit zunehmendem Alieder stetig an [78]. Aufgrund der zu
erwartenden Alterung der Gesellschaft in den Intksthaten, der steigenden Haufigkeit invasi-
ver Eingriffe sowie die Zunahme der Zahl immunkoamittierter Patienten (z.B. infolge von
Organtransplantationen) in der Bevolkerung musswaiter zunehmenden Fallzahlen gerechnet
werden [80]. So berechnet eine Studie, die 200dem USA durchgefiihrt wurde, eine Steige-
rungsrate der Inzidenz um 1,5 Prozent pro Jahem\dereinigten Staaten [78]. Bedenklich ist
aulRerdem die allgemein ansteigende Zahl von Irdie&ti mit Pilzen und multiresistenten Bakte-
rien, was die Anwendbarkeit von Antibiotika zunemueinschrankt und die Entwicklung neuer

Therapieansatze, die die Wirtsantwort auf eindmgigeErreger modulieren, erforderlich macht.

300

200

100

Myokardinfarkt Sepsis Bronchialkarzinom  Kolonkarzinom

Abbildung 3. Die Inzidenz der Sepsis liegt noch vanaufigen Krankheiten wie dem Bronchial- und Kolon-
karzinom. Angabe bezogen auf 100 000 Einwohner unthhr
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2 FRAGESTELLUNG

Mit einer Inzidenz von Uber 200/100 000 Einwohned Uahr ist die Sepsis eine der Haupttodes-
ursachen nach chirurgischen Eingriffen. Die Inzidé&agt dabei deutlich hoher als fir haufige
maligne Neoplasien wie dem Bronchialkarzinom, deamnivhakarzinom oder kolorektalen Neu-
bildungen. Neben der Bedrohung flur die betroffeRatienten sind die ékonomischen Folgen
der Behandlung der Sepsis von erheblicher Bedeuiimdas Gesundheitssystem und die ge-
samte Gesellschaft. Daher ist es dringend erfactierheue Mittel zur Therapie und Prophylaxe
der Sepsis zu entwickeln. Auf dem Weg zu neuen immugdulatorischen Therapien ist es von
erheblicher Bedeutung, den aktuellen Funktionsndistles Immunsystems des Patienten erfas-

sen zu konnen.

Zum Nachweis einer Infektion dienen heute im Wdadtgn die Bestimmung der Gesamtleuko-
zytenzahlen und des Plasmaspiegels des C-reakilvateins (CRP). In jlingerer Zeit wurde
auch das Procalcitonin (PCT), ein Vorlauferpepts €alcitonins, als spezifischer Marker fur
eine bakterielle Entzindung etabliert. Fur speaiellFragestellungen werden aul3erdem die Be-
stimmung der Blutsenkungsgeschwindigkeit und ddfei@ntialblutbild herangezogen. Diesen
traditionellen Verfahren haftet al.lerdings der Ni&i einer geringen Spezifitat und Sensitivitat
an. Vor allem perioperativ ist dies von Bedeutudg,das Gewebstrauma durch den chirurgi-
schen Eingriff regelhaft zu einem Anstieg der getban Parameter fuhrt, ohne dass tatsachlich
eine Infektion vorliegt. Daher besteht weiterhim Bedarf an neuen Techniken, um die Funktion
des Immunsystems zu Gberwachen und eine mdgligkstate individuelle Risikoeinschatzung
des jeweiligen Patienten zu treffen. Neue Verfatkénnten die diagnostische Treffsicherheit
verbessern und einen genaueren Einblick in die framlkler verschiedenen Komponenten des

Immunsystems liefern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine retrospektivit-kantroll-Studie an Patienten, die sich
einem grofl3eren allgemein- oder thoraxchirurgiscligngriff unterzogen, durchgefihrt. Dabei
wurden 20 Patienten untersucht, die innerhalb v dgen postoperativ Zeichen einer Sepsis
aufwiesen. Aus 183 Patienten mit unkompliziertenladé wurde jedem Mitglied der Fallgrup-
pe ein Kontrollpatient mit &hnlicher Anamnese (rhatt pairs) zugeordnet al.len Patienten wur-
de praoperativ sowie am ersten und zweiten posdtipen Tag eine Blutprobe entnommen. An-
hand der perioperativen Genexpression von 24 imiogiszh relevanten Genen sollte ein Test-
verfahren entwickelt werden, dass zur Identifikatioon Risikopatienten flr eine septische

Komplikation dienen kénnte.
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Die untersuchten Gene setzten sich dabei folgeral&mzusammen:

e pro- und antiinflammatorische Zytokine, die als Medren der Entziindungsreaktion ei-

ne mal3gebliche Rolle in der Sepsis spielen.

* NK- und T-Zellspezifische Gene. Erganzend zu angeien Komponenten des Immun-

systems wurde auch der adaptive Teil der kérpemelgdbwehr untersucht.

* Chemokine und weitere Mediatoren, die im Zusammeghmait Entziindungsvorgangen
oder septischen Krankheitsbildern bereits bescaneturden.

Ein neues Verfahren zur Uberwachung der Immunfoenkkionnte dazu dienen, die Aussagekraft
der HLA-DR-Quantifizierung mittels FACS-Analyse gteigern oder zu ersetzen. Zudem wirde
eine Evaluation verschiedener Komponenten des Imsgsai@ms eine genauere Aussage Uber
den tatséachlichen Funktionszustand der korpereigekievehr eines Patienten ermoglichen.
Darlber hinaus macht die praanalytische Instabiigii HLA-DR-Expression nach Gewinnung
der Probe eine Erganzung dieses Verfahrens notgeidi Rahmen dieser Untersuchung der

Genexpression in Vollblutproben sollten folgenddfiagen beantwortet werden:

* Wie verhalt sich die perioperative Expression vemmunologisch relevanten Genen in
Vollblutproben?

» Ergeben sich Unterschiede in der GenexpressiornchetsPatienten, die im postoperati-

ven Verlauf eine Sepsis entwickeln, zu Patientareahfektiose Komplikation?

« Lassen sich anhand der gewonnenen Daten pra- ndereftig postoperativ Risikopa-

tienten identifizieren?

* Ist die verwendete Methode klinisch anwendbar umd/eélchem Bereich mussen even-
tuelle Grenzwerte fiir ein Testverfahren festgelegtden?
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3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Arbeitsmaterialien

Gerate

Zentrifuge 5415R

Eppendorf AG, Hamburg, D

Thermomixer 5436

Eppendorf AG, Hamburg, D

Kihlzentrifuge GR 422

Jouan; Saint Nazaire, F

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, D

GeneAmp 5700 Sequenz Detection System

Applied Biosystems; Rodgau-Jugesheim, D

7500 Real Time PCR System

Applied Biosystems; Rodgau-Jugesheim, D

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies; Waldbronn, D

Thermal reactor

Hybaid LTD, Teddington, UK

DNA Thermal Cycler

Perkin Elmer Inc., Wellesley, USA

Pipetus Standard Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgerate GmbH, Eberstadt, D

Verbrauchsmaterialien

PAXgene® Blood RNA Tubes

Qiagen GmbH, Hilden, D

Pipettenspitzen 10 pl, 1000ul

Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, D

Pipettenspitzen 100l

Greiner bioone, Frickenhausen, D

Reaktionsgefalle 0,5ml; 1,5ml; 2,0ml

Eppendorf AG, Hamburg, D

rt-PCR Optical Tubes 0,2ml

Stratagene, Cedar Creek, USA

rt-PCR Optical Caps

Stratagene, Cedar Creek, USA

Reaktionsgefale 10ml, 50mi

Becton Dickinson; San Jose, USA

Transferpipette

Sarstaedt AG, Nirnbrecht, D

24-well Platte

Becton Dickinson; San Jose, USA

Einweg-Pipetten 5, 10, 25ml

Becton Dickinson; San Jose, USA
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Testkits

QiaAmp® Blood RNA Kit

Qiagen GmbH, Hilden, D

Quantitect® Reverse Transcription Kit

Qiagen GmbH, Hilden, D

Quantitect® Probe PCR Kit

Qiagen GmbH, Hilden, D

Quantitect® Sybr Green PCR Kit

Qiagen GmbH, Hilden, D

Reagenzien

Ethanol 99%

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL

RNAse-away

Molecular Bio Products Inc., San Diego, USA

RNA-Ladder

Agilent Technologies; Waldbronn, D

RNA Nano Marker

Agilent Technologies; Waldbronn, D

Gel-Dye-Mix Agilent Technologies; Waldbronn, D
PBS PAA GmbH, Pasching, A

Ficoll Amersham Biosciences AB, Uppsala, SV
Software

SPSS 12.0 fir Windows

SPSS Inc.; Chicago, USA

Microsoft Office 2002

Microsoft; Redmont, USA

Corel Draw 10

Corel Corporation, Ottawa, Ca

GeneAmp 5700 SDS 1.3

Applied Biosystems; Rodgau-Jugesheim, D

GeneAmp 7500 SDS 1.3

Applied Biosystems; Rodgau-Jugesheim, D

Primer Express 2.0

Applied Biosystems; Rodgau-Jugesheim, D

Sigmaplot 8.0

SPSS Inc.; Chicago, USA

Endnote 9.0

ISI Research Soft, Berkeley, USA

SAS 9.0 fur Windows

SAS Institute Inc., Cary, USA

Agilent Bioanalyzer Software

Agilent Technologies; Waldbronn, D
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3.2 Patienten

In der Zeit zwischen Oktober 2003 und April 2005reen 209 Patienten der Charité Universi-
tatsmedizin Campus Virchow-Klinikum, des Campust&gowie des Vivantes Klinikum Neu-
kolin in die Studie eingeschlossen. Als Einschlussien wurden ein grof3erer abdominal- oder
thoraxchirurgischer Eingriff (z.B. Lungenlappenidsen, Duodenopankreatektomie (OP nach
Whipple), groRere Aortenchirurgie) sowie die Einigiingsfahigkeit festgelegt. Ausschlusskri-
terien waren das Fehlen einer Einwilligung, Mindhrjgkeit, sowie ein moribunder Status. Die
Einwilligung erfolgte nach schriftlicher und munchier Aufklarung tber Ziel und Ablauf der
Studie, Datenschutz und mdgliche Risiken. Der ®ylan wurde von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat Charité am Campus Virchowskum genehmigt. Bei den Patienten
erfolgte préoperativ sowie am 1. und 2. postopezatilag eine Blutentnahme von 2,5 ml Voll-
blut in ein Paxgene® Blood RNA Tube zur RNA-Gewingusowie 1,5 ml Vollblut in EDTA
zur Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl. Aul3erdendevnach der Operation tber 14 Tage
eine tagliche klinische Verlaufskontrolle vorgenoerm Dabei wurden die Patienten nach den
Kriterien der Konsensus-Konferenz des Americanég@lof Chest Physicians sowie der Society
for Critical Care Medicine auf das Vorliegen eiefektion, einer Sepsis bzw. einer Schweren
Sepsis untersucht. Waren die Sepsis-Kriterien lerfisurde auRerdem der SAPS beziehung-
sweise der SOFA-Score erhoben. Anhand der gewonrigan wurden 20 Sepsisfalle identifi-
ziert, davon 16 Patienten mit Schwerer Sepsis. Paienten aus der Fallgruppe wurde aus der
Gruppe der Patienten ohne Komplikation anhand é¥techingliste jeweils ein Kontrollpatient
mit ahnlicher Anamnese zugeordnet al.s Matchingekien wurden festgelegt: Alter, Ge-
schlecht, Diagnose und Operation, relevante Nebgndse sowie der préoperative ASA-

(American Society of Anaesthesiologists) Score.

25



223 Operative Patien
eingeschlossen
Klinische
Uberwachung und
Blutentnahme

20 Patienten entwickeln 198 Patienten ohne Auschluss von funf
eine Sepsis nach der Sepsis oder Infektion Patienten mit Infektion
Operation P ohne Sepsis

1\

Ausschluss von 178
Patienten ohne
passenden Partner

20 Patienten in der 20 passende
Fallgruppe Kontrollpatienten

i

Genexpressions-

analyse

Abbildung 4. Schematische Darstellung des Studienéwaus. Es handelt sich um eine Fall-Kontrollstudiebei
der der Vergleich der Genexpression zwischen einéfallgruppe und einer retrospektiv gebildeten Kontrdl-
gruppe erfolgte.

3.3 RNA-Praparation

Die Blutentnahme wurde mit Hilfe eines Paxgene®dBIdRNA Tubes vorgenommen. Dieses
Rohrchen enthalt 7,5 ml eines Lysis-Puffers undudr die Enthahme von 2,5 ml Vollblut mit-
tels handelstblicher Blutentnahmebestecke. DeePdiént zur Lyse zellularer Bestandteile und
verhindert die Degradation der mRNA nach erfolg&stabnahme. Die RNA-Préparation er-
folgte mit dem QuiaAmp® Blood RNA Kit und den damemthaltenen Reagenzien nach den
Vorgaben des Herstellers. Das Verfahren basieremdr silikamaterialbeschichteten Saule, die
in Gegenwart von chaotropen Salzen RNA bindet. D& Rxtrem anfallig fir Degradation
durch ubiquitéar vorhandene RNAsen ist, werden nNABe-freie oder mit DEPC-D inakti-
vierte Reagenzien verwendet. RNAsen sind sehrlstBbzyme, die keinerlei Kofaktoren beduir-
fen, deshalb ist bei der Praparation grof3e Sorgft#ly. Soweit nicht anders angegeben, erfolg-
ten alle Zentrifugationsschritte bei 13200 U/mimwerst wurden die bei -80 gelagerten Proben
bei 37°C fur 40 min aufgetaut und anschlieRendeRaumtemperatur inkubiert. Nach Umfiil-
len in ein 10ml Reaktionsgefal} erfolgte eine 10mgeliZentrifugation bei 4000 G, Dekantieren
und Verwerfen des Uberstandes, Resuspension ditsPiel 5ml RNAse-freiem Wasser und
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erneute Zentrifugation bei 4000 G fir zehn Minut®er Uberstand wurde abermals verworfen.
Das Pellet wurde in 350 pl Resuspensions-Puffegeanadfmmen und mit 300 ul Bindungs-Puffer
und 40 pl Proteinase K versetzt. Anschlie3end gidokine zehnmindtiger Proteindegradation
bei 42°C und 1200 Umdrehungen im Thermomixer. D@bE wurde jetzt auf eine Saule gege-
be, die zur Entfernung von Zelldebris dient (Shexeldolumn) und fur 3 Minuten zentrifugiert.
Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand in 2t ReaktionsgefaR tibertragen. 350ul
96%igem Ethanol wurden hinzugefugt. Nach Durchmisghwurde die Flissigkeit in 700pul-
Portionen auf die RNA-Spin-Saule, die sich in eingm Reaktionsgefald befand, pipettiert und
anschlief3end fiir eine Minute zentrifugiert. Sowedht anders angegeben wurde in diesen und
den weiteren Zentrifugationsschritten die Durchdfusktion jeweils verworfen und die RNA-
Spin-Saule in ein sauberes 2ml Reaktionsgefal? wtmedNach vollstandigem Durchsatz der
Probe wurde die RNA-Spin-Saule mit 350 pl niedmgientriertem Salz-Puffer gewaschen und
eine Minute zentrifugiert. In der Zwischenzeit égte die Verdiinnung von 10ul RNAse-freie
DNAse mit 70ul DNA-Digestions-Puffer. Anschliel3ewdrde die DNAse auf die Saule pipet-
tiert und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubi&s folgten jeweils ein Waschschritt mit
350 ul niedrig konzentriertem Salz-Puffer, 500udth&onzentriertem Salz-Puffer (jeweils 1 min
Zentrifugation), 500ul hoch konzentriertem Salzf®u{3 min Zentrifugation). Danach wurde
die RNA-Spin-Saule erneut in ein neues Reaktiorigygesteckt, 1 Minute trocken zentrifugiert
und in ein 2 ml Elutionsgefal3 gesetzt. Abschliel3erfdlgten zwei Elutionsschritte mit 40ul
bzw. 30ul Elutionspuffer, nach denen jeweils 1 Mégentrifugiert wurde. Die Durchflussfrak-
tion enthielt jetzt die gereinigte RNA und wurdehti verworfen. Die RNA-Spin-Séule wurde
nach erfolgter Elution entnommen und entsorgt. g@eonnene RNA wurde bei 65°C flunf Mi-
nuten im Heizblock denaturiert. Die Proben wurdetweder direkt bei -80°C eingefroren oder
zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert [83].

Zur Quantifizierung der RNA-Konzentration vor dddNA-Synthese wurde der Agilent Bio-
analyzer 2100 eingesetzt. Es handelt sich dabeeinncomputergestitztes Verfahren, welches
auf dem Prinzip der Elektrophorese basiert. Auerinmit einem Gel befillten Chip wurden
jeweils 12 der gewonnenen RNA-Proben aufgetragari,3&Ansatz enthielt eine Referenzprobe,
die sich aus verschiedenen RNA-Molekilen bekanKtmmzentration zusammensetzte (RNA
6000 Ladder). Zusatzlich wurde ein Fluoreszenztafbhinzugeflgt und als dreizehnter Ansatz
eine Referenzprobe. Diese Referenz enthielt sed8-Ragmente unterschiedlicher Lange
(zwischen 0,2 und 6 kb) in fester Konzentrationf Aam Chip befanden sich Kapillarkanale,
durch welche die RNA nach Anlegen einer Spannungdede und durch Fluoreszenzmessung

(zwischen 670 und 700nm Wellenlange) detektiertdeerkonnte. Durch Messung der Durch-

27



laufzeit konnte auf die Grol3e der RNA-Fragmente dueth Bestimmung der Fluoreszenzinten-

sitat auf die jeweilige RNA-Menge einer bestimmEgagment-Lange geschlossen werden.

3.4 Die cDNA (copyDNA)-Synthese

Zur Analyse der mRNA-Quantitat in den gewonnen Bromittels rt-PCR miussen diese zu-
nachst in DNA transkribiert werden. Die gewonneriADwird als cDNA (copy-DNA) bezeich-
net und von genomischer DNA (gDNA) unterschiedeie. EDNA-Synthese wurde mit Hilfe des
Quantitect® Reverse Transcription Kits nach Vorgtldes Herstellers und mit im Kit enthalte-
nen Reagenzien durchgefiihrt. Sie bestand aus zibeitdschritten; im ersten Schritt fand eine
Reaktion zur Elimination von gDNA statt, im zweitdie Reverse Transkription von RNA in
cDNA.

Zunachst wurde in einem 0,5 ml Reaktionsgefald dNé Rorgelegt, dabei wurden bis zu 12l
Losung eingesetzt, maximal jedoch 1ug RNA. Ans@die erfolgte der Zusatz von soviel
RNAse-freiem Wasser bis der Reaktionsansatz 12jgsa@t/olumen enthielt. Es wurden pro
Ansatz 2l gDNA-Degradationspuffer hinzugefugt, Bi@ben durchmischt und fir 8 Minuten
bei 42°C inkubiert. AnschlieRend Zusatz von 4pl Riffer, sowie je 1ul Primermix und Rever-
se Transkriptase. Der RT-Puffer schaffte optimi&ftegebungsbedingungen fir die Transkrip-
tion und enthielt DNA-Nukleotide. Der Primermix &iglt eine Mischung aus Oligo-dT und
random-Primer, wodurch eine Transkription aller RNpezies erreicht wurde. Parallel wurde
ein Ansatz ohne Zusatz von Reverser Transkriptasgefahrt, hier wurde das Enzym durch
RNase-freies Wasser ersetzt. Dieser Ansatz didatEantaminationskontrolle auf genomische
DNA. Sie wurde mittels rt-PCR mit einer auf gDNAaggerenden Primer/Sonden-Kombination
getestet, zeigte sich hier ein Anstieg der Fluaeszwurde die Probe als kontaminiert betrach-
tet und verworfen.

Schlie3lich wurden die Proben fir 28 Minuten bei@mkubiert und anschliel3end die Reaktion
durch Hitzeinaktivierung der Enzyme (3 Minuten BBFC) beendet. Bis zur Weiterverarbeitung

erfolgte die Lagerung der gewonnenen cDNA bei -2[&4].

3.5 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Seit ihrer Erstbeschreibung durch Mullis und Fab{8b] ist die PCR zu einem Standardverfah-
ren der Molekularbiologie geworden. Die konventitm®olymerase Chain Reaction, die die

effiziente Vervielfaltigung (Amplifikation) von DNAermdglicht, hat ihre Erweiterung in der rt-
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PCR (realtime-, Echtzeit-PCR) gefunden, die zus#itdine Quantifizierung der urspringlich
im Probenansatz enthaltene DNA-Menge erlaubt.

3.5.1 Konventionelle PCR

Die konventionelle basiert auf der enzymgesteuevienvielfaltigung von genomischer (gDNA)
oder cDNA. Dabei wird der Reaktionsablauf zyklisgfederholt, so dass die Produkte eines
Reaktionsschrittes jeweils als Substrat flur degeotlen Schritt dienen. So kommt es zu einer
exponentiellen Vervielfaltigung des Ausgangsmolskiie Abfolge der einzelnen Reaktions-
schritte erfolgt dabei temperaturgesteuert. Durfiligé wird die PCR in einem so genannten
Thermocycler, einem Reaktor, der exakt und mit &arAufwarm- und Abkilhlzeiten die ent-
sprechenden Temperaturen erzeugen kann.

Aus Reaktionsteilnehmer werden folgende Substabeaiitigt:

Zu vervielfaltigende DNA (Template)

Primer

Nukleotide

Hitzestabile DNA-abhangige DNA-Polymerase

o O O O o

Mg**-lonen
o Puffer

Da die verwendeten hitzebestandigen DNA-Polymer&d¢A-abhangig arbeiten ist es erforder-
lich, mRNA zunachst in cDNA zu transkribieren. ARsimer finden DNA-Oligonukleotide mit
einer Lange von 16-30 Basenpaaren Verwendung. iSieeid der DNA-Polymerase als Aus-
gangspunkt fir das Kopieren der DNA und sind aufdrder 5’-3’-Syntheserichtung des En-
zyms komplementar zu einem Abschnitt am 5’-EndeUisprungs-DNA. In einem Reaktions-
ansatz wird jeweils ein Primer fur jeden der bei@emplementaren Strange der DNA verwen-
det. Sie bezeichnet man auch als Vorwarts- (Forvandd Ruckwaérts- (Reverse-) Primer. Je
langer die Primer sind, desto spezifischer wird @astimmter Abschnitt der Ursprungs-DNA
vervielfaltigt. Ab einer Lange von 16 Basen komedg mdgliche Kombination statistisch gese-
hen nur ein Mal im menschlichen Genom vor. Da inakRensablauf der PCR bis zu 95°C er-
reicht werden, muss die verwendetet DNA-Polymethsemostabil sein. Man verwendet in der
Regel Enzyme von thermophilen Bakterien (z.B. Thagrhilus aquaticus), bzw. gentechnisch

hergestellte Analoga dieser Proteine. Sie benofiggii lonen als Koenzym.
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3 5 m— Primer
5 i DNA-Kopie
enaturierung e rsprungs-DNA

: 3 4. DNA-Polymerase
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1 Annealing
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‘
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Abbildung 5 Ablauf der konventionellen PCR. Diese bsteht aus drei Reaktionsschritten: Zunachst thermi
sche Auftrennung (Denaturierung) der Doppelstrang-INA, anschlieRend Anlagerung (Annealing) der Pri-
mer. AbschlieBend Neusynthese der DNA-Kopien (Elorgion)

Wahrend der Denaturierung wird der Reaktionsangat295°C erhitzt, dadurch kommt es zur
Auftrennung der normalerweise als Doppelhelix \vegéinde DNA (dsDNA). Diesen Vorgang
bezeichnet man auch als Schmelzen (melting) der OMAzweiten Schritt bei 60°C erfolgt die
Anlagerung der Primer an die ssDNA. Schlie3licidénbei 60°C die Elongation des neuen
DNA-Stranges statt [85,86].

3.5.2 Echtzeit-PCR (rt-PCR)

Der Reaktionsablauf der rt-PCR entspricht im Ppnder konventionellen PCR; erlaubt aller-
dings die Berechnung der DNA-Ausgangsmenge. BeirdBICR wird ein Fluoreszenzsignal
erzeugt, dessen Intensitat proportional mit derl Zn erstellten Kopien der DNA zunimmit.
Dies erfordert die technische Erweiterung des Thegters um eine Lichtquelle und eine
CCD-Kamera zur Detektion von Fluoreszenzsignaleffieedem den Zusatz eines Fluoreszenz-
farbstoffes zum Reaktionsansatz. Neben Farbstofiensich in den neu synthetisierten Doppel-
strang einlagern (z.B. Sybr-Green®), finden fluaewmarkierte DNA-Oligonukleotide (Son-
den) Verwendung. In der vorgestellten Studie wurds#e rt-PCR mit Pri-
mer/Sondenkombinationen durchgefuhrt, daher bezsbtih die Beschreibung auf dieses
Verfahren. Primer und Sonde liegen bei der Reaktioméssriger Losung vor, deren Konzentra-

tion bei der sog. Etablierung der Primer/Sondenkoatlon (siehe Kapitel 3.5.5) festgelegt
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wird. Die Sonde besteht aus einem DNA-Oligonukkkd®onde), das am 5’-Ende einen Fluo-
reszenzfarbstoff (Reporter) und am 3’-Ende einetetdiniickerfarbstoff (Quencher) tragt. Wird
der Fluoreszenzfarbstoff durch Lichtabsorption\a&ti, kommt es in Gegenwart des Quenchers
(d.h. bei intakter Sonde) zu einem Energietrangben Reporter zum Quencher. In Abwesenheit
des Quenchers (bei degradierter Sonde) wird diegimen Form von Fluoreszenzlicht abgege-
ben. Die Sonde ist komplementéar zu einem Absclaeist zu vervielfaltigenden Gens (d.h. sie
liegt zwischen Vorwarts- und Rickwarts-Primer) uadert sich wahrend der Annealingphase
analog der Primer an die DNA-Matrize an. Da die Somndensystem verwendete Tagman®-
DNA-Polymerase eine 5’-3' Exonukleaseaktivitat tasiwird die an die Ursprungs-DNA ge-
bundene Sonde wahrend der Elongation degradiedudha kommt es zur raumlichen Trennung
von Reporter und Quencher und zur Emission vonregrenzlicht. Da pro DNA-Molekul und
Reaktionsschritt genau eine Sonde angelagert umichdiert wird, steigt die Fluoreszenzintensi-

tat proportional zur Zahl der erstellten Kopien.

TTTTTT TTTTTTTTTTITTITT ITITIT DNA

@  Quencher

@) e Fluoreszenzfarbstoff

23 _\P'/_
||||||||||||||||||||||||1 |\ DNA-Polymerase

Abbildung 6. In der Elongationsphase wird die an d& Ursprungs-DNA gebundene Sonde degradiert. Da-
durch wird der Quencher von dem Reporter raumlich getrennt und dieser beginnt zu fluoreszieren.

Mit Hilfe der CCD-Kamera lasst sich die Fluoresazatensitat kontinuierlich messen. Als Er-
gebnis der Messung erhalt man eine Funktion, did-tlioreszenzintensitat auf die Zahl der be-
reits abgelaufenen Reaktionszyklen bezieht. Imalirmmsteigenden Bereich des Graphen wird
die Reaktionsgeschwindigkeit von dem im Unterscivasiegenden DNA-Template bestimmt.
Unter optimalen Bedingungen wird pro Reaktionsstjedes Template einmal kopiert, d.h. pro
Schritt verdoppelt sich die DNA-Menge.
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Abbildung 7 Ergebnis der rt-PCR. Das Messniveau wil oberhalb der irregularen Hintergrundfluoreszenz
und im linear ansteigenden Bereich der Kurven geset. Am Messniveau werden die Reaktionszyklen Ct ab-
gelesen und durch Differenzbildung und Potenzierunglie relative Menge an cDNA bestimmt. Zur Erhéhung
und Uberwachung der Messgenauigkeit werden jeweiBoppelwerte gemessen. Liegen die Doppelmessungen

mehr als 0,5 Zyklen auseinander, wird die Messung iederholt

Zur Quantifizierung der DNA-Ausgangsmenge stehepiawrschiedene Verfahren zur Verfi-
gung. Bei der Absoluten Quantifizierung wird demgssene Ct-Wert der Proben auf eine
gleichzeitig gemessene Standardkurve bezogen, udielagarithmischen Verdinnungen einer

Referenzprobe bekannter DNA-Konzentration besteht.

Bei der relativen Quantifizierung wird zusatzlialr Bestimmung des jeweiligen Gens bei jedem
Messvorgang die Genexpression eines konstitutiviexgrten Referenzgens (englisch Hous-
keeping-Gen) gemessen und durch DifferenzbildungGiéNerte die relative Menge an Gen-
produkt bestimmt. Durch diese Verwendung einesfimén Standards” konnen Einflussfaktoren
wie z.B. die unterschiedliche Konzentration versdener Proben eliminiert werden. Bei der
hier beschriebenen Studie wurde das Verfahren di&tiRen Quantifizierung angewandt, unter
anderem weil in Vollblutproben durch unterschieddicLeukozytenzahlen unterschiedliche
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Mengen an DNA vorhanden sein kdnnen. Der matheafeiglintergrund dieses Verfahrens ist
unten beschrieben.
3.5.3 Das 2% Verfahren zur Quantifizierung der cDNA[87]

Die Vervielfaltigung der cDNA wéhrend der PCR kadarch folgende Exponentialfunktion

beschrieben werden:

Gleichung 1: X = X,* A+ E)"

mit Xn= Anzahl der Molekile nach n Reaktionszykl¥0, Anzahl der Molekile zum Zeitpunkt

0, Ex=Effizienz der Amplifikation

oder mit %= Anzahl der Molekile, €x = Zykluszahl der zum Erreichen des Thresholds nétig

ist und Ky als Reaktionsspezifische Konstante

Gleichung 2: X, = X ,* L+ EX)CT'x =Ky

Analog dazu gilt fur die interne Referenz (housegirg-Gen):

Gleichung 3: R, = R,* (L+ ER)CT'R =Kk

mit Ry= Anzahl der Molekiile der Referenz bei Erreiches ®eresholds, & Anzahl zum Zeit-
punkt 0, k= Amplifikationseffizienz der Referenz,t@= Zykluszahl der zum Erreichen des

Thresholds natig ist, k= Konstante.

Aus Gleichung 2und Gleichung 3 ergibt sich der Quotient:

X: _ Xo" 0+ EQS K, _

Gleichung 4: = =

R R-w+E)C Kk

Bei der rt-PCR héngen XT und RT von verschiederskidfen ab. Dazu gehoéren beispielsweise
der verwendete Reporterfarbstoff, die SondensequUgifizienz der Sondendegradation, Rein-
heit der Reagenzien und die Hohe des Thresholdsl &e Amplifikationseffizienzen fur das

gemessene Gen und das Referenzgen gleich (wasrgiablierung angestrebt wird), so gilt:
Gleichung5:F, = E.=E .

eingefligt inGleichung 4und vereinfacht ergibt sich:

Gleichung 6:

Xo CrxCorn _
A NN (1+ ) TX TR —
R E

0
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beziehungsweise

Xo

Gleichung 7: X', * @+ E )ACT =K .mit X = R und AC, = CT,x —CT‘R

0

Umformung nach X ergibt:

Gleichung 8: X = K * @+ E )_ACT
Schlief3lich kann man die Gleichung fur eine Prolie Bezug auf eine Kontrolle cb erweitern,
so dass sich der Quotient

_AC
X K- a+g) = B
Gleichung 9:——9 = =1+E) MCT, mit MAC, = ACT‘q _ACT,cb

XN,cb K . (1+ E )_ACT,Cb

Bei der Etablierung einer Kombination aus Primeand passender Sonde strebt man eine Effi-
zienz von 1 an. Ist diese Voraussetzung gegebaegiltdar die Menge an ZieltranskriptxZ die

auf ein Referenzmolekil normalisiert und auf eir@tfoligruppe relativiert worden ist:

Gleichung 10: 7, = 274Gy

3.5.4 Durchfuhrung der rt-PCR

Pro Reaktionsansatz werden 0,5 pl Sonde, 2,25yd dgst, 3 pl Primermix, sowie 6 pl Mas-
termix vermischt. In der hier vorgestellten Studierde FAM/TAMRA-Farbstoffkombinationen
zur Markierung der Sonde verwendet. Der Mastermith@t neben der Tagman® Polymerase
Nukleotide, Md*- lonen sowie einen Puffer um die notwendigen Reakbedingungen herzus-
tellen. 12ul der Mischung wird zu 1ul in einem splen Reaktionsgefald (Optical Tube) vorge-
legten cDNA gegeben. Jeweils 96 Reaktionsgefal3adidauf einer Reaktionsplatte zu einem
Messansatz kombiniert werden und gleichzeitig gseresverden. Da die rt-PCR ein hochsensi-
tives Messverfahren ist, ist es erforderlich, Nadg@introllen mitzufihren. So wird pro Mess-
vorgang 12ul der Mischung ohne cDNA als sog. No-plate-Control (NTC) mitgemessen, um

eine eventuelle Kontamination der Reagenzien achkha8en.

Das Reaktionsgefald wird mit einem Verschluss aushdichtigem Plexiglas (Optical Cap) fest
verschlossen und kurz zentrifugiert, um LuftblagenGefal? zu entfernen. AnschlieRend wird

die Reaktionsplatte in den PCR-Thermocycler gdsiall die Messung gestartet.
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Das verwendete PCR-Protokoll enthalt folgende &ehri
1. 2 Minuten 50°C

2. 10 Minuten 95°C

3. 15Sekunde®5°C

_ x 40 Zyklen
1Minute60°C

Nach Ablauf der rt-PCR werden die gewonnenen Ddigital gespeichert und die verwandten
Proben verworfen. Zur relativen Quantifizierung déRNA-Ausgangsmenge wird das oben be-

schriebene Verfahren herangezogen.

3.5.5 Etablieren einer Primer/Sondenkombination fur die nt-PCR

3.5.5.1 Hintergrund
Die Messung der Expression eines Genes setzt dsteix einer fur dieses Gen spezifischen
Kombination aus Vorwarts- und Reverse-Primer salgieentsprechenden Sonde. Das Erstellen

und Testen (sog. Etablieren) Primer/Sondenkonzorravird im Folgenden beschrieben.

Zunéchst wird Uber offentlich zugangliche DatenlsamKNational Center for Biotechnology
Information) [88] die Nukleotidsequenz der entspertden cDNA ermittelt und durch Vergleich
der Sequenz von cDNA und der entsprechenden geabemsDNA die Exon-Intron-Grenzen
des Gens bestimmt. AnschlieRend wird die SequenzRIEA in ein Programm eingelesen, das
automatisch Vorschlage fur mdogliche Primer- und démsequenzen anbietet. Dabei missen
zwei wesentliche Voraussetzungen erflllt sein:eamstmuss die Vervielfaltigung der cDNA mit
einer moglichst optimalen Effizienz stattfinden unadweitens sollte die Pri-
mer/Sondenkonzentration spezifisch auf cDNA reagied.h. bei der RNA-Praparation evtl.
verbliebene Reste von gDNA sollten nicht vervidifilwerden. Da Introns nur in der genomi-
schen DNA vorhanden sind, kommt es im Bereich devnHntron-Grenzen zu einer Abwei-
chung der Basensequenz von cDNA und gDNA. Gestaiat die Sonde so, dass sie diese
Grenzen Uberlappt, kann eine Kreuzreaktivitat hiNg vermieden und Selektivitat fir cDNA

erreicht werden.

Zur Maximierung der Effizienz einer Kombination aBamer und Sonde mussen diese zudem
Uber bestimmte physikalisch-chemische Eigenschafafiigen. Die Lange der Primer sollte
etwa 18-25 Basenpaare betragen. Eine Mindestlangel® Nukleotiden ist erforderlich, um

eine Spezifitdt fir einen Abschnitt der DNA zu @hen. Die Maximallange wird durch die
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Schmelztemperatur bestimmt. Als Schmelztemperagaeishnet man die Temperatur, bei der
ein DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstrange zerféltenaturierung). Die Denaturierung ist
Voraussetzung fur die Primerbindung. Folglich sotlte Schmelztemperatur der Primer bei etwa
60°C liegen, der Temperatur, bei der im verwend&€mR-Protokoll die Denaturierung vorge-
nommen wird. Zur Abschatzung der Schmelztemperaxistieren verschiedene Faustformeln
(Synopsis in[86]). Dartber hinaus existieren Coraguiogramme, die bei der Schmelztempera-
turberechnung auch andere Faktoren wie das Ausbilde haarnadelartigen Faltungen des Mo-
lektils (hairpins) und Schleifen (loops) berlcksmgdm. Zur Vermeidung von Primer-Dimeren
sollten die Primer moglichst keine langeren komm@atéren Sequenzen aufweisen, insbesonde-
re keine Bindungen am 3’ Ende, da sonst die Effzider Amplifikation eingeschréankt sein
kann. Der Anteil an Guanin und Cytosin sollte eB@&o betragen. Schliellich sollten die Primer
keine Poly-T Bereiche enthalten. Die Sonde solleximal 20-30 Basenpaare enthalten, ihre
Schmelztemperatur liegt idealerweise 7- 10°C ulleerdés Primers. Um eine cDNA-spezifische
Amplifikation zu erreichen sollte die Sonde mitbger zum 3’-Ende versetzt Uber der Exon-
Exon-Grenze liegen. Um den Energietransfer zu b&gien sollte das 5’ Ende der Sonde in der
Néhe des 3’ Ende des Primers liegen. Da Guanin lemrauf die Fluoreszenz wirkt, sollte es
in der Nahe des 5’ Endes der Sonde vermieden weddehier der Fluoreszenzfarbstoff bindet.
Es dirfen nicht mehr als 2 gleiche Basen aufeinafuligen, insbesondere keine Poly-G’s. Be-
reits kurze Folgen von Guanin kénnen das AusbildenHaarnadelstrukturen in der Sonde ver-
ursachen und somit die Bindungsfahigkeit an die Di#ringern. Der Gehalt an Guanin und
Cytosin sollte 60% nicht Ubersteigen. Schliellidndwon den zwei komplementaren Sonden
immer die mit dem geringeren Gehalt an Guanin vaedee Aufgrund der genannten Anforde-
rungen ist es oftmals schwierig, eine optimale Bri®onden-Kombinationen zu konstruieren.

Deshalb ist es notwendig, die jeweilige Kombinatimn Benutzung zu testen.

3.5.5.2 Praktische Durchfihrung

Die Durchfihrung wird hier am Beispiel des Frihe#dll-Aktivierungs-Antigens (CD69) be-
schrieben. Als erstes sucht man in einer offenttiagpanglichen Datenbank [88] die Sequenz der
entsprechenden cDNA heraus und bestimmt durch ¥ietgder Sequenz mit der genomischen
DNA die Exon-Intron-Grenzen. Anschliel3end werdenhitie des Programms Primer-Express
2.0 der Firma Applied Biosystems zu der SequenzZPeimerpaar und eine Sonde gesucht. Da
das Programm nicht zwangslaufig eine passende Kaatibn ausgibt, missen die Nukleotidse-

qguenzen von Primern und Sonden manuell angepassgéme
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Sequenzen von Primern und Fluoreszenzsonde fur CD69

CD69 Sequenz Lange Schmelztemperatur
Vorwarts-Primer CCATGGAAGTGGTCAAATGGC 21 Basen 61,1C
Ruckwarts-Primer TCCATGCTGCTGACCTCTGTG 21 Basen 61C

Sonde CACTTGTCAGACCCTGTAACGTTGAACCAGT 31 Basen 68,4C

Tabelle 4. Manuell angepasste Sequenzen fiir Primend Sonden. Durch Uberlappung mit einer Exon-
Intron-Grenze wurde Selektivitat fir cDNA erreicht. Die Primer sind spezifisch fiir einen DNA-Abschnittdes
menschlichen Genoms. Die Schmelztemperatur der Soadiegt einige Grad oberhalb der Schmelztemperatur
der Primer.

Zur Testung der Effizienz wird eine cDNA-Probe biggk) in der CD69 in hoher Konzentration

vorliegt. Eine solche cDNA kann durch StimulatioonvPeripheral Blood Mononuclear Cells
(PMBCs) mit einer Mischung aus aktivierenden CD28 WKT3 Antikdrpern. Diese fuhren zu

einer Aktivierung von Leukozyten und damit zur vehrten Transkription des gewinschten
DNA-Abschnittes.

Alle Arbeiten nach der Blutabnahme wurden unteegirAbzug mit laminarer Strémung und
aseptischen Kautelen durchgefuhrt. Zunédchst wuide E€itrat-antikoagulierte Vollblutprobe
entnommen (etwa 20 ml oder zwei 10ml MonovettengsP wurden gepoolt und im Verhaltnis
2,5:1 mit PBS-Puffer verdinnt. In drei 10ml Reaksigefalien wurden je 3 ml Ficoll vorgelegt.
AnschlieRend erfolgte die Uberschichtung des Fcaliittels einer Pipettierhilfe mit je etwa
10ml der verdinnten Vollblutprobe, dabei war diedumischung von Ficoll und Blut mdglichst
gering zu halten. Danach wurden die Ansatze 40 Mimipei 1400 Umdrehungen pro Minute
(U/min) zentrifugiert, wobei die Zentrifugenbremdeaktiviert sein musste (um eine Vermi-
schung durch zu starke Verzdgerung zu vermeideabeDwanderten Erythrozyten und Granu-
lozyten durch das Ficoll hindurch, wahrend sichRBMCs als weil3er Ring zwischen Ficoll und
Serum absetzten. Mit Hilfe einer Transferpipettedeunun dieser Ring von oben abgenommen.
Dabei war die Menge an Ubertragenen Serum undlFrgdlichst gering zu halten. Die gewon-
nene Zellsuspensionen wurden nun in ein 50ml Rexasgefal? gegeben und mindestens 1:1 mit
PBS verdunnt. AnschlieBend wurde fur finf Minutesi B200 U/min zentrifugiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Dekantierung des Uberstandesdim@entrifugation unter Zugabe von fri-
schem PBS. Der Uberstand wurde erneut verworferdasdgewonnene Pellet in Medium (etwa
7ml) aufgenommen (RPMI 1640 mit 10% FCS, 2mM L-@iain und Penicillin/Streptomycin).

AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Zellzalitets einer Neubauer-Zahlkammer. Zur
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Stimulation der Zellen wurde eine 24 well-Plattda@@ktablett mit 24 Reaktionsvertiefun-
gen)verwendet. Fur jeden Stimulationsansatz wwede Vertiefung mit der Antikbrpermischung
beschichtet (CD28/OKT3 jeweils 1 mg/ml) und furti®len inkubiert. Anschlie3end wurde der
Antikdrper mit einer Pipette entfernt und die Réahksmulden mit PBS einmal gewaschen. Nun

wurden jeweils 2* 10Zellen in die Vertiefungen gegeben und fiir 4 Samstimuliert.

Nach der cDNA-Synthese, die nach oben beschriebdtrenokoll erfolgte, wurden die Primer
mit Hilfe der konventionellen PCR getestet. Dazudem die lyophilisierten (gefriergetrockne-
ten) Primer zunachst in RNAse-freiem Wasser galdst auf eine Arbeitsverdiinnung von 10
pmol/ul eingestellt. AnschlieRend erfolgte die Duithrung einer konventionellen PCR bei
60°C und 1,5 mM MgGlfur 40 Zyklen. Dabei wurden die fir CD69 stark iige cDNA, eine
Probe aus genomischer DNA zum Ausschluss einerZfeaidtivitat und eine Negativprobe ohne
DNA als Kontaminationskontrolle getestet. Ein Amrsaetzte sich aus folgenden Reagenzien

zusammen:

17,9l steriles Wasser

2,5ul PCR-Puffer

1,5ul MgCh (5 mM)

1,0l dNTPs (2,5mM)

0,5ul Forward Primer

0,5ul Reverse Primer

0,1ul Taq Polymerase

1ul CD69+-cDNA, gDNA oder kD

Das PCR-Protokoll fur die konventionelle PCR bedtans drei Segmenten:
1. 5 Minuten 94°C
2. 30Sekunde®4°C

30Sekunde®0°C 40 Zyklen
60Sekunden2°C

O O O O O o o o

3. 10 Minuten 72°C
Nach erfolgter PCR wurden die Proben mit 5ul Ladigpwermischt und auf ein 2%iges
~Small-Fragment“- Agarosegel aufgetragen. Die Ausurgg erfolgte hinsichtlich Kreuzreaktivi-
tat, Reinheit der Probe und Kontrolle der theochis Produktgréf3e. Nach erfolgreicher Tes-
tung der Primer wurde die Sonde in sterilem Waaségelost und auf eine Konzentration von 5
pmol/ul eingestellt. Anschlielend erfolgte die Raititration. Dazu wurden die Primer auf 3

Verdinnungsstufen eingestellt (50, 300, 900 nM) diedsich ergebenden Kombinationen ftr

38



Vorwarts- und Ruckwarts-Primer mit der stark pesiti CDNA getestet. Im Sondensystem wer-
den grundsatzlich die Primerkonzentrationen verwggmdle den friihesten Fluoreszenzanstieg

und die hochste -intensitéat liefern.

Als letzten Schritt der Testung erfolgte die Efizzbestimmung mittels Standardkurvengenerie-
rung. Zunéchst erstellte man aus CD28/OKT3 stimigliecDNA eine geometrische Verdun-
nungsreihe im Verhaltnis 1:4 in 5 Stufen. Ansclaie® wurden die Verdiinnungen jeweils mit
dem Referenz-Gen (Housekeeping-Gen) und der zensh Primer-Sondenkonzentration ge-
messen (jeweils Doppelwerte). AnschlieRend wurderd@t-Werte gegen den dekadischen Lo-
garithmus der Verdiinnungsstufen aufgetragen uné&wnktionsgraph (linear) erstellt. Ist die
Steigung dieser Geraden kleiner als 0,1 wird dieert@ombination aus Primern und Sonde als

etabliert betrachtet, die Replikationseffizienzst der des Housekeeping-Gen vergleichbar.

dcCt ® Messpunkt
=— Trendlinie

Steigung der
Trendlinie: 0,013

017

0,2 e E R SRR SRR R SR RN RN RN R AR RN NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEESEEEEEEESEESEsEEEEssEssEsEnns

Log [Konz.]

Abbildung 8. Standardkurve fiir CD69

In Abbildung 8 zeigt sich eine niedrige Steigung d@eendlinie, d.h. dass unabhangig von der
Ausgangskonzentration eine der des Referenzgemgeiarbare Replikationseffizienz erreicht

werden konnte. Damit ist die oben gezeigte Komimnaaus Primern und Sonde geeignet zur
Bestimmung der CD69-mRNA-Konzentration in Relatiom dem gewahlten Housekeeping-

Gens.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe desogramms SPSS 12.0 (SPSS Corporation,
Chigaco, USA) sowie mit SAS 9.0 und dem Makro LD f&2longitudinale Analysen (Brunner
et al.) nichtparametrischer Daten. Zunachst wurdtedmesem SAS-Makro eine longitudinale
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Analyse durchgefuhrt. Dabei wurde die in dem Maé&nbhaltene ANOVA-type-Statistik ange-
wandt. Das Makro ermoglicht eine Aussage, ob a@ signifikanter Unterschied zwischen den
Untersuchungsgruppen besteht, b) zwischen den sldleungszeitpunkten und c) einer Kombi-
nation beider Messdimensionen.Das Verfahren nactfdBoni und Holme wurde zur Korrektur
der p-Werte bei multiplem Testen verwendet. FlurAMNMOVA-Statistik wurde ein Signifikanz-
niveau von p=0,05/24 fur den minimalen p-Wert esedet, da insgesamt 24 Gene in der Studie
untersucht wurden. Die folgenden Signifikanzniveausden entsprechend des erwéhnten Ver-
fahrens gesetzt. Post hoc wurde, bei nicht normiivten Ergebnissen, der nichtparametrische
Wilcoxon-Test angewandt um 1.) postoperativ zwisctien Studiengruppen und 2.) die posto-
perativen Messzeitpunkte mit dem praoperativen Aoggwert zu vergleichen. Dabei wurden
die Signifikanzniveaus entsprechend der Anzahlwiglichenen Subgruppen nach Bonferoni
und Holmes angepasst. In den Abbildungen sind féiginiten Unterschiede mit den Symbolen #
und * markiert.

Die Gene, die am ersten postoperativen Tag eirgamifiganten Unterschied zwischen den Un-
tersuchungsgruppen zeigten wurden mittels ROC (RexceOperating Characteristics)-
Kurvenanalyse (SPSS 12.0, SPSS Corp., Chicago, WBaichtlich ihres pradiktiven Potentials
zur Identifikation von Risikopatienten untersucbie ROC-Kurvenanalyse ordnet tabellarisch
Grenzwerten (cutoffs) eine Sensitivitat und eineZiitat zu. Zusatzlich wird ein Graph erzeugt,
der Sensitivitaten und Spezifitditen gegeneinanddildet. Mal3stab fiur die Gute der ROC-
Kurvenanalyse ist die Flache unter der Kurve (AW@a Under the Curve), die im optimalen
Fall den Wert 1 annimmt. Zusatzlich wird ein Komizintervall fir die AUC angegeben und
mittels eines Rangsummentests ein Signifikanzniamegeben.

Drei dieser Gene wurden anschlieRend fir einetisglee Regressionsanalyse ausgewahlt. Hier-
bei handelt es sich um mathematisches Verfahress, aias den Messwerten der einzelnen Gene
und rechnerischer Faktoren eine Gleichung erstiditiedem untersuchten Patienten eine Wahr-
scheinlichkeit zuordnet, Teil der Risikogruppe rinsDie errechneten Wahrscheinlichkeitswer-
te dienten als Grundlage fur eine erneute ROC-Khamalyse, die zur Bestimmung eines

Grenzwerts zur Unterscheidung zwischen Risiko- Niotht-Risikopatienten diente.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Patienten

In der Zeit zwischen Oktober 2003 und April 2005rean 209 Patienten des Campus Virchow-
Klinikum der Charité, des Campus Mitte der Chasib@vie des Vivantes® Klinikum Neukdlln in
die Studie eingeschlossen. 20 von diesen Patiemterickelten im Verlauf eine Sepsis, 16 da-
von erflllten die Kriterien einer Schweren SepgEmél der eingangs beschriebenen Definition.
Zu diesen zwanzig Patienten, die die Fallgruppenfen, wurden 20 Patienten mit ahnlicher
Anamnese als Kontrollgruppe ausgewahit. 34 und tdeniweitaus grofdte Teil der Patienten litt
an einem Malignom als Grunderkrankung. Es handatte dabei in der Mehrzahl um bdsartige
Geschwulste des Gastrointestinaltraktes. Selteaeraime komplizierte Entzindung Anlass fir
den operativen Eingriff. Demzufolge wurde in derhiviehl der Patienten eine radikale Tumor-
resektion mit kurativer Intention durchgefiihrt. €ibbersicht liber wichtige Patientendaten lie-
fert die Tabelle 5.

Ubersicht tiber wichtige Parameter der Studienpatien  ten
Nr. Ge- Al- ASA Diagnose Operation Nebendiagnosen
schlecht ter
1f m 73 3 Pankreaskarzinom PPPD HTN, COPD
1k m 77 3 Pankreaskarzinom PPPD HTN, DM
2f m 68 3 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, COPD
2k m 68 3 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, COPD, DM
3f w 75 3 Pankreaskarzinom Pankreasresektion HTN, DM, KHK
3k w 68 3 Pankreaskarzinom PPPD HTN, DM
Af m 86 3 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, Lungenemphysem
4k m 75 2 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, KHK
5f m 71 3 Pankreaskarzinom PPPD COPD, DM, Apoplex
5k m 75 3 Pankreaskarzinom PPPD HTN, KHK
of m 46 3 Pankreatitis PPPD Alkoholabusus, Leberzr-
6k m 45 3 Pankreatitis PPPD Alkoholabusus
7f w 46 3 Biliodigest. insuff. Biliodigestive Anastomose HTN, Adipositas per magna
7k w 59 3 Chron. cholangitis Biliodigestive Anastomose Rektumkarzinom
8f m 67 3 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, COPD, Leberzirrhose
8k m 54 3 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, PAVK
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Fortsetzung

of w 55 Magenkarzinom Gastrektomie COPD

9k w 58 Magenkarzinom Gastrektomie HTN, Aor;eg:saqeurysma,
10f m 71 Osophaguskarzinom Osophagusresektion COPD, HTN, PAVK
10k m 79 Kardiakarzinom dist.O(Zg;LrggLosTeiz/ekti on COPD, Hyperthyreose
11f m 68 Rektumkarzinom Rektumresektion HTN, PAVK

11k m 62 Rektumkarzinom Rektumresektion COPD, KHK

12f m 63 Osophaguskarzinom Osophagusresektion HTN, HRST, Hypothyreose
12k m 57 Kardiakarzinom Gastrektomieégiksttibijsophagusre— Pleurakarzinose
13f m 66 Osophaguskarzinom Osophagusresektion KHK, DM

13k m 57 Kardiakarzinom dist. O(Zgzgggﬁ)srpeiz/ekti on Alkoholabusus

14f m 52 Bronchialkarzinom Pneumektomie COPD, Alkoholabusus
14k m 69 Bronchialkarzinom Lungenlappenresektion KHK, HTN

15f w 88 Kardiakarzinom Gastrektomie Aortenklappeninsuffizienz
15k w 80 Magenkarzinom Gastrektomie DM, KHK, HTN

16f m 61 Bronchialkarzinom Thorakotomie COPD, HTN, DM
16k m 60 Pankreaskarzinom Laparatomie

17f m 58 Rektumkarzinom Rektumresektion Divertikulitis

17k m 57 Rektumkarzinom Rektumresektion

18f m 68 Magenkarzinom PPPD CA

18k m 76 Pankreaskarzinom Biliodigestive Anastomose HTN, DM

19f m 49 Lungenemphysem Lungenlappenresektion COPD, HRST

19k m 30 Hamopthysen Lungenlappenresektion

20f m 64 Osophaguskarzinom Osophagusresektion COPD, HTN, PAVK
20k m 56 Osophaguskarzinom Osophagusresektion Alkoholabusus

Nr.: Patientennummer, ASA American Society of Anaesthesiologist Risikoindex, PPPD: Pyloruserhaltende Pankreatikoduodenek-

tomie, COPD: Chronische obstruktive Lungenerkrankung, HTN: arterielle Hypertonie, DM: Diabetes mellitus, KHK: Koronare Herz-

krankheit, PAVK: Periphere Arterielle Verschlusskrankheit, HRST: Herzrhythmusstérungen

Tabelle 5. Jedem Patienten, der im Verlauf eine Ssfs entwickelt ist ein Kontrollpatient zugeordnet,der
ahnliche Eigenschaften bezuglich Hauptdiagnose, dangefuihrtem Eingriff, Geschlecht, Vorerkrankungen
und Alter aufweist. Patienten der Fallgruppe sind nit f, die der Kontrollgruppe (matched pairs) mit k ge-

kennzeichnet.
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Neben der Genexpressionsanalyse wurde die Messumdganventionellen Entztindungspara-
metern durchgefiihrt. Weder die Leukozytenzahlenb{llang 9) noch die Messungen des C-

reaktiven Proteins (Daten nicht dargestellt) urtfeiesden sich signifikant zwischen den beiden

Gruppen.
301 /nl # [ Fallgruppe
5 i3 == Kontrollgruppe
= 25
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p
(3]
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Abbildung 9. Leukozytenzahlen der StudienpatientenBoxplot fiir den gesamten Messzeitraum. Postoperativ
signifikanter Anstieg der Gesamtleukozytenzahldler@dings kein signifikanter Unterschied zwischear &all- und
der Kontrollgruppe.

Das CRP stieg in der Fallgruppe von einem praoperatAusgangsmedian von 0,95 mg/l auf
9,63 mg/l bzw. 18,64 mg/l am ersten bzw. zweitest@oerativen Tag an. In der Kontrolle war
der Ausgangswert 0,9 mg/l. Am ersten postoperatieanlag der Median hier bei 6,92 mg/l, am
zweiten bei 15,21mg/I.
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In Tabelle 6 sind die in der Fallgruppe aufgetretemfektionen zusammengefasst und charakte-
risiert. 16 von 20 Patienten entwickelten eine SatewSepsis, wahrend 4 Patienten die Sepsiskri-
terien erfullten, ohne dass eines der definiertameichen eines sepsistypischen Organversagens
vorlag. 6 der Patienten entwickelten eine intraabidelle Infektion, wie z.B. eine Peritonitis.

Bei 11 der Patienten wurde eine Pneumonie diagriestiJeweils einmal wurden das Mediasti-
num und der Urogenitaltrakt als Infektionsquellentifiziert. Ebenfalls einmal gelang ein Erre-
gernachweis aus einer Blutkultur, ohne dass eialisikrter Infektionsherd gefunden wurde. Das
Erregerspektrum bestand Uberwiegend aus gramnegdiakterien des Magen-Darm-Traktes,
zahlreiche Patienten litten auch an einer InfektiohSprosspilzen der Candida-Familie oder
Mischinfektionen. Grampositive Erreger wurden sedteals Krankheitsverursacher identifiziert,
der weit verbreitete Staphylococcus aureus nuiniene einzigen Fall. In zwei Fallen konnte

kein Erreger nachgewiesen werden, obwohl klinisdér garaklinisch ein Anhalt fur eine Infek-
tion vorlag (Fur Kriterien fur das Vorliegen eirlaefektion siehe Tabelle 2).

In 14 von 20 Fallen erfolgte die Diagnose der Sepach dem 2. postoperativen Tag. Der mitt-
lere SAPS in der Sepsisgruppe betrug 36,5 mit eifEmimum von 69 und einem Minimum
von 4. Der durchschnittliche SOFA-Punktwert lag 66£5 Punkten bei einem Hochstwert von

15 und einem niedrigsten Wert von 0 Punkten.
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Ubersicht tiber die aufgetretenen Infektionen in der

Sepsis-Gruppe

g

Nr. Komplikation Infektionsquelle Mikrobiologie SAPS SOFA
1f Schwere Sepsis Abdomen E. coli, Enterococcus 6 46 10
2f Schwere Sepsis Pneumonie Enterococcus, Candida 8 38 5
3f Schwere Sepsis Abdomen Enterobacter 2 43 6
Af Schwere Sepsis Pneumonie Candida 2 58 8
5f Schwere Sepsis Abdomen Candida, Enterococcus 12 56 6
6f Schwere Sepsis Pneumonie Pseudomonas 6 33 5
7f Schwere Sepsis Abdomen negativ 14 5 11
8f Schwere Sepsis Pneumonie E. coli, Proteus vulgaris, 3 4 9
of Schwere Sepsis Abdomen Candida 2 a7 4
10f Schwere Sepsis Pneumonie Pseudomonas 9 49 11
11f Schwere Sepsis Abdomen Enterococcus, Candida 6 33 3
12f Schwere Sepsis Mediastinum E. coli 2 30 5
13f Schwere Sepsis Pneumonie Pseudomonas 14 52 12
14f Schwere Sepsis Pneumonie Klebsiella, Proteus spec. 10 47 7
15f Schwere Sepsis Urogenitaltrakt E. coli, Enterococcus 7 69 15
16f Schwere Sepsis Pneumonie Staph. aureus 1 36 7
17f Sepsis Pneumonie Candida 9 32 1
18f Sepsis Blut Candida 12 28 0
19f Sepsis Pneumonie Enterobacter 3 7 1
20f Sepsis Pneumonie negativ 2 26 1

SAPS: Severe Acute Physiology Score, SOFA: Sepsis Organ Failure Assessment, Tag: Tage zwischen Operation
und Beginn der klinischen Sepsissymptome

Tabelle 6. Ubersicht tiber die Infektionen, die in dr Sepsisgruppe auftratenEin breites Spektrum von haufigen

grampositiven und gramnegativen Bakterien sowieeRilar in als Erreger vertreten. Die Lokalisatioder Infek-
tionen bilden die typischen postoperativen Pradielsstellen ab.
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4.2 Die Genexpression der proinflammatorischen ZytokindL-1 , TNFa und IL-18
Bereits seit vielen Jahren ist die Bedeutung plamimatorischer Zytokine wie ILflund TNFa
in der Pathophysiologie der Sepsis bekannt [14bdDb#assen sich durch die Zytokinwirkung
direkte, Sepsis-typische Organschéadigungen sovweeEdistehung des Septischen Schockes er-
klaren [13]. Auf der anderen Seite sind proinflanbmniachen Zytokine fur eine effektive Erre-
gerbeseitigung notwendig [21]. Vor diesem Hintergrwurden in der vorliegenden Studie die
Genexpression von Interleukin 18, TNFa und IL-18tsucht (Tabelle 7, Abbildung 10-12).
Die Expression von IL-13 stieg postoperativ in Hentrollgruppe signifikant an, wahrend die-
ser Anstieg in der Sepsisgruppe kaum ausgepragt Dadurch kam es postoperativ zu einer
signifikant geringeren mMRNA-Menge in der Sepsisgeipm Vergleich zu den Kontrollen.
TNFa und IL-18 zeigen keinen perioperativen Anstiggbei die TNFa-Expression insgesamt in
der Risikogruppe geringer ausfiel als in den P&tegruppen mit unkompliziertem postoperati-

vem Verlauf.

Die Expression der proinflammatorischen Zytokine
Praoperativ 1. Postoperativer Tag 2. Postoperativer Tag

IL-1B Falle 0,57 (0,11-2,57) 0,82 (0,15-1,52) 0,83 (0,11-4,44)
Kontrollen | 0,64 (0,27-2,66) 1,44 (0,52-4,14) 1,93 (1,11-4,5)

TNFa Falle 0,33 (0,16-0,85) 0,14 (0,03-0,52) 0,21 (0,04-0,46)
Kontrollen 0,53 (0,03-1,62) 0,39 (0,16-0,8) 0,4 (0,18-0,92)

IL-18 Falle 0,26 (0,15-5,8) 0,24 (0,07-56) 0,29 (0,11-0,62)
Kontrollen |0,33 (0,13-0,69) 0,32 (0,11-0,65) 0,3 (0,12-0,91)

Tabelle 7. Tabellarische Auflistung der Expressiomproinflammatorischer Zytokine. Bestimmt wurden auf
HPRT normalisierte Expressionswerte. Angegebejevatils der Median sowie der Minimal- und Maximattvgn

Klammern).
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Abbildung 10. Genexpression von TNFa tber den gesaem UntersuchungszeitraumAm ersten postoperativen
Tag zeigt sich in der Sepsisgruppe eine signifikgrtngere Expression als in der Kontrollgrupp&idperativ und
am zweiten postoperativem Tag zeigte sich diesderndchied als Trend. Dargestellt sind Box-Whiskketd® mit
Median, 25ster und 75ster Perzentile sowie diedaxiverte ohne Ausrei3er. Die Normalisierung der Meste

erfolgte nach der’2°™-Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 11. Genexpression von IL-B tUber den gesamten UntersuchungszeitraunAm ersten postoperativen
Tag lag in der Fallgruppe eine signifikant gerirggExpression vor. Am zweiten postoperativen TagliagGenex-
pression in der Kontrollgruppe deutlich oberhalls geaoperativen Ausgangswert, wahrend in der Fadjgg keine
signifikante Kinetik nachweif3bar war. DargesteittdsBox-Whisker-Plots mit Median, 25ster und 75%erzentile
sowie die Extremwerte ohne AusreiRer. Die Normalisig der Messwerte erfolgte nach d&°2Methode mit

HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 12. Genexpression von Interleukin 18 Gbeden gesamten UntersuchungszeitraunWeder zwischen
den Gruppen noch zwischen den Untersuchungszetigrdegab sich ein signifikanter Unterschied. Dsigjét
sind Box-Whisker-Plots mit Median, 25ster und 768terzentile sowie die Extremwerte ohne AusreiBe.Nor-

malisierung der Messwerte erfolgte nach déf"2Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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4.3 Die Expression von T-Zell- und Naturlichen-Killerzdl-Genen

Neben einer Unterstitzung der Phagozytoseleistworg Makrophagen tben NK-Zellen und
CD8'-T-Zellen auch eine direkte mikrobizide Wirkung 48S]. In der hier vorgestellten Studie
wurden die Genexpression des CD3-Antigens (als dtdilk zirkulierende T-Zellen), des zyto-

toxischen Proteins Perforin, des Lymphozytenaktinigsmarkers CD69 sowie des Chemokin-

rezeptors CCR3 (der inshesondere von T-Zellen thi-Differenzierung exprimiert wird) ge-

messen. Alle Gene zeigten einen &hnliche Kinetik @mer postoperativen Abnahme der Ex-
pression. Eine geringere mRNA-Menge in der Fallgppwar fir alle Gene als Trend

vorhanden, in CD3 und Perforin war dieser Unteesttam ersten postoperativen Tag signifi-

kant. Diese Beobachtung spricht fur einen postdperaVerlust zirkulierender T-Lymphozyten

mit Killer-Effektorfunktion.

Die Expression der NK- und T-Zellspezifischen Gene
Praoperativ 1. Postoperativer Tag 2. Postoperativer Tag
CD3 Falle 4,52 (1,68-10,89) 0,94 (0,18-2,44) 0,84 (0,14-12,64)
Kontrollen |5,01 (1,17-7,89) 2,22 (1,05-4,42) 1,87 (0,59-4,5)
CD69 Falle 0,29 (0,1-0,62) 0,12 (0,03-0,4) 0,13 (0,03-0,25)
Kontrollen 0,29 (0,09-0,76) 0,18 (0,06-0,54) 0,18 (0,06-0,43)
CCR3 Falle 1,7 (0,46-8,08) 0,17 (0,01-1,45) 0,34 (0,01-2,14)
Kontrollen [1,91 (0,29-6,21) 0,45 (0,03-0,88) 0,96 (0,04-3,69)
Perforin | Falle 5,69 (1,34-11,04) 1,06 (0,26-5,01) 1,23 (0,33-11,47)
Kontrollen |5,89 (1,12-13,5) 2,12 (0,55-9,48) 2,36 (0,61-9,85)

Tabelle 8. Zusammenfassung der Expression von NKnd T-Zellspezifischen GenenBestimmt wurden auf

HPRT normalisierte Expressionswerte. Angegebejevatils der Median sowie der Minimal- und Maximattvgn

Klammern).
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Abbildung 13. Genexpression von CD3 lber den gesaett Messzeitraum Postoperativ ist die Transkriptmenge
in beiden Gruppen signifikant geringer als praofper&usatzlich wird CD3 am ersten postoperativeag Tn der
Fallgruppe signifikant geringer als in den Konteollexprimiert. Dargestellt sind Box-Whisker-Plotg iiedian,
25ster und 75ster Perzentile sowie die Extremwelige AusreiRer. Die Normalisierung der Messwerfelgte
nach der 2*°-Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 14. Genexpression von PerforinEs zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschigdessten postopera-
tiven Tag zwischen den beiden Patientengruppenh am operativen Eingriff ist die gemessene mRNAxyte
im Verhaltnis zum Ausgangswert deutlich reduzi®argestellt sind Box-Whisker-Plots mit Median, 25stind
75ster Perzentile sowie die Extremwerte ohne ABsreiDie Normalisierung der Messwerte erfolgte rdeh2*°'-

Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 15. Genexpression von CD69 lber den gessan Untersuchungszeitraum.Nach dem Eingriff tritt in
der Fallgruppe eine verminderte Expression auf.sélén den Untersuchunggruppen zeigt sich keinféignter
Unterschied. Dargestellt sind Box-Whisker-Plots Midian, 25ster und 75ster Perzentile sowie digefxiverte
ohne AusreiRRer. Die Normalisierung der Messwerelgte nach der #°"-Methode mit HPRT als Housekeeping-

Gen.
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Abbildung 16. Genexpression von CCR3 im gesamten Bleachtungszeitraum.Wahrend zwischen den beiden
Studiengruppen kein Unterschied messbar war, kaposwperativ zu einer Reduktion der Expressiobéiden
Untersuchungsgruppen. Dieser Effekt war am erstestoperativen Tag in beiden Gruppen, am zweitenmder
Fallgruppe signifikant nachweisbar. Box-WhiskeriBlmit Median, 25ster und 75ster Perzentile sovige Ek-
tremwerte ohne AusreiRer. Die Normalisierung desieerte erfolgte nach det*9’-Methode mit HPRT als Hou-

sekeeping-Gen.
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4.4 Die Expression der Chemokine IL-8, MIP-1a, IP-10, P4 und GRO-1

Eine weitere Gruppe von Genen, die untersucht wyroestand aus den Chemokinen IL-8 (syn-
onym CXCL8), MIP-1a (synonym CCL3), IP-10 (CXCL10pPF4 (CXCL4) und GRO-1
(CXCL1). Insbesondere IL-8 ist im Zusammenhang sa@ptischen Krankheitsbildern sowie
verwandten Pathologien wie dem ARDS vielfach basblen [41,61,89]. Auch die anderen
Chemokine zeigten in einer Microarray-Studie antisepen Patienten eine veranderte Genex-
pression [71]. In der Tat fanden wir fur IP-10, MIR und IL-8 eine signifikante postoperative
Veranderung, die sich allerdings nicht zwischen @euppen unterschied. Die anderen beiden

Chemokine zeigten nur kaum ausgepragte Verandenwsmeohl im zeitlichen Verlauf als auch

im Vergleich zwischen den Patientenpopulationen.

Die Expression von CXCL und CCL-Chemokinen
Praoperativ 1. Postoperativer Tag 2. Postoperativer Tag

MIPla Falle 0,2 (0,08-0,59) 0,08 (0,01-0,59) 0,1(0,01-0,31)
(CCL3)

Kontrollen | 0,26 (0,12-0,68) 0,12 (0,05-0,37) 0,19 (0,05-0,64)
IL-8 Falle 0,2 (0,02-0,69) 0,04 (0,00-0,84) 0,03 (0,01-0,19)
(CXCL8)

Kontrollen |0,12 (0,02-0,35) 0,06 (0,02-0,3) 0,05 (0,01-0,34)
IP-10 Falle 0,026 (0,006-0,129) 0,003 (0,000-0,018) 0,003 (0,001-0,023)
(CXCL10)

Kontrollen | 0,025 (0,001-0,105) 0,004 (0,001-0,031) 0,004 (0,001-0,031)
PF4 Falle 60,87 (5,13-401,71) 68,48 (22,39-188,05) 82,36 (30,27-217,52)
(CXCLA4)

Kontrollen |77,38 (25,63-233,13) 74,54 (33,24-350,92) 88,36 (27,19-173,65)
GRO-1 Falle 2,44 (1,29-14,67) 2,4 (1,25-9,58) 2,46 (0,75-7,11)
(CXCL1)

Kontrollen | 3,24 (0,86-7,89) 4,65 (1,78-10,3) 3,57 (1,23-8,88)

Abbildung 17. Expression verschiedener Chemokindgestimmt wurden auf HPRT normalisierte Expressions-

werte. Angegeben ist jeweils der Median sowie datifdial- und Maximalwert (in Klammern).
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Abbildung 18. Genexpression von IP-10 (CXCL10)Postoperativ zeigt sich in beiden Gruppen eine sigoiifi-
kante Abnahme der Transkriptmenge. Dargestellt Biox-\Whisker-Plots mit Median, 25ster und 75sterzBatile
sowie die Extremwerte ohne Ausreier. Die Normealisig der Messwerte erfolgte nach dét*2Methode mit

HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 19. Genexpression von GRO-1 (CXCL)L Weder zwischen den Untersuchungszeitpunkten naeh z
schen den Patientengruppen zeigte sich ein signifit Unterschied. Dargestellt sind Box-Whisken®lmit Me-
dian, 25ster und 75ster Perzentile sowie die Extrene ohne Ausreil3er. Die Normalisierung der Mestaverfolg-

te nach der2-Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 20. Genexpression von PF4 (CXCL4).Kein signifikanter Unterschied im zeitlichen Zusaenhang
sowie zwischen den beiden Studienpopulationen. &gt sind Box-Whisker-Plots mit Median, 25stadw5ster
Perzentile sowie die Extremwerte ohne AusreiRee Bormalisierung der Messwerte erfolgte nach déf’2

Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 21. Genexpression von MIP-1a (CCL3)Wéhrend zwischen den beiden Studiengruppen keiertnt
schied messbar war, kam es postoperativ zu eindukRen der Expression in beiden Untersuchungsgeoppie-
ser Effekt war am ersten postoperativen Tag indrei@ruppen, am zweiten nur in der Fallgruppe skgnit nach-
weisbar. Dargestellt sind Box-Whisker-Plots mit Mad 25ster und 75ster Perzentile sowie die Extrertewvohne

AusreiRer. Die Normalisierung der Messwerte erioluaich der 2°"-Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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Abbildung 22. Genexpression von Interleukin 8 (CXCI8). Nach dem Eingriff zeigte sich eine verminderte
mRNA-Menge im Verhéltnis zum Ausgangswert. In desnkollgruppe war keine signifikante Anderung nach-
weisbar. Zwischen den Gruppen lagen ebenfalls ksigeifikanten Unterschiede vor. Dargestellt sindxB
Whisker-Plots mit Median, 25ster und 75ster Peiteegbwie die Extremwerte ohne Ausrei3er. Die Ndisrerung

der Messwerte erfolgte nach déf2-Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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4.5 Die Expression des antiinflammatorischen Zytokins GFp

Neben den oben beschriebenen proinflammatoriscihmkiien haben auch antiinflammatori-

sche Zytokine eine bedeutende Rolle bei der Entwngkeiner Homdostasestérung im Rahmen

der Sepsis. Eines dieser Zytokine, das stark sogpgmend auf die Monozytenaktivitat wirkt, ist

der Transforming Growth Factor beta. Die Untersgéjalie sich zwischen den Gruppen und im

zeitlichen Verlauf zeigten, waren zu keinem Zeitgugignifikant.

Die Expression von TGF f8

Praoperativ

1. Postoperativer Tag

2. Postoperativer Tag

TGFB

Falle

71,26 (26,54-346,09)

58,69 (26,17-958,74)

78,66 (23,83-985,7)

Kontrollen

86,52 (28,54-141,53)

76,82 (32,9-216,77)

84,82 (40,79-213,78)

Tabelle 9. Genexpression des Transforming Growth Fdors Beta Bestimmt wurden auf HPRT normalisierte

Expressionswerte. Angegeben ist jeweils der Mesltamie der Minimal- und Maximalwert (in Klammern).

Genexpression normalisiert auf Referenzgen
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Abbildung 23. Genexpression von TGB. Weder zwischen den Messezeitpunkten noch zwisclesnbeiden

Gruppen lag ein signifikanter Unterschied vor. @atgllt sind Box-Whisker-Plots mit Median, 25stedur5ster

Perzentile sowie die Extremwerte ohne AusreiRee Bormalisierung der Messwerte erfolgte nach déf’2

Methode mit HPRT als Housekeeping-Gen.
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4.6 Die Expression von Calgranulin A (S100A8)

Calgranulin A ist ein Protein, das von Neutrophil@ranulozyten und Monozyten exprimiert
wird und das sowohl als Botenstoff fungiert, alstaeine direkte mikrobizide Wirkung hat. Es
wurde bereits verschiedentlich im Zusammenhangamibnischen und akuten inflammatori-
schen Prozessen beschrieben [90]. Interessantersteigt die Expression postoperativ signifi-
kant an, jedoch nicht unterschiedlich zwischen lggiden Patientenpopulationen. Dieser Anstieg
kann zumindest zu einem bedeutenden Anteil durehpdistoperative Granulozytose erklart

werden, die durch das operative Weichteiltraumagelast wird.

Die Expression von Calgranulin A (S100A8)

Praoperativ 1. Postoperativer Tag 2. Postoperativer Tag

S100A8 Falle 141,55 (47,18-550,65) 980,59 (64,89-2377,12) 994,35 (45,25-2248,89)

Kontrollen |167,5 (18,51-989,12) 713,54 (298,17-2547,74) | 531,95 (177,29-1217,75)

Tabelle 10. Genexpression von S100ABestimmt wurden auf HPRT normalisierte Expressi@rssv Angegeben

ist jeweils der Median sowie der Minimal- und Maxilwert (in Klammern).
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Abbildung 24. Genexpression von S100A&ostoperativ starke Zunahme der gemessenen mRNAg&I&ieser
Effekt ist in der Fallgruppe an beiden postopegtiesszeitpunkten nachweisbar, in der Kontrollgeugllerdings
nur am ersten postoperativen Tag. Dargestellt Biog-Whisker-Plots mit Median, 25ster und 75sterzBatile
sowie die Extremwerte ohne Ausreier. Die Normalisig der Messwerte erfolgte nach dét2Methode mit

HPRT als Housekeeping-Gen.
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4.7 Risikopradiktion anhand der Genexpression einzelneGene

Anhand der Genexpression verschiedener Gene igbstias Sepsis-Risiko eines Patienten be-
stimmen. Basierend auf den Genexpressionsdatenrsten epostoperativen Tag wurden in der
hier vorgestellten Studie ROC- (Receiver-Operatgracteristics)-Kurven erstellt. In diese
Analyse wurden nur Gene eingeschlossen, die zuspethenden Messzeitpunkt signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppejezreilm Einzelnen betraf dies CD3, Per-
forin, TNFa und IL-B. Die Ergebnisse der ROC-Kurvenanalyse werdeneseaih Kapitel vor-
gestellt. Aus dieser Kurve und einer zugehorigebella lassen sich Trennwerte ablesen, die mit
einer dem Diagramm zu entnehmenden Spezifitat wngiBvitat zwischen den beiden Patien-
tenkollektiven unterscheiden.
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Abbildung 25. Leukozytenzahlen an Tag 1 nach der Ggration. Links: ROC-Kurve am 1. postoperativen Tag.
Flache unter der Kurve 0,591 (95% KI 0,412-0,7d&mit kein signifikanter Unterschied zwischen demgpen.
Zur Risikopradiktion fur die Entwicklung einer poperativen Sepsis kann das Ausmalfd der Leukozytakerd

nicht herangezogen werden. Rechts: Boxplot.
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Abbildung 26. ROC-Kurve und Boxplot fir IL-1 p am ersten postoperativen TagFlache unter der Kurve
(AUC) 0,805 (95% KI: 0,671-0,939). Rechts: Box-Wdas-Plot mit Median, 25ster und 75ster Perzentileis

Extremwerten. gepunktete Linie Grenzwert, der fiissd Analyse die hdchste Korrektklassifikations atecuracy)

ergibt.
1,0 K
_I_’7 0,80 T
0,8- |
( 0,60
;@ 0,6- ”,0'
2
2 0,40
@} 0,47 o
0,20 -
0,2- ’. .’ llllllllllllll s s s ssnsnn s e s s R = = = = & &
0,00 —
0,0=F T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 Kontrollgruppe Fallgruppe
1-Spezifitat

Abbildung 27. ROC-Kurve und Boxplot fir TNFa am ergen postoperativen TagFlache unter der Kurve 0,869
(95% KI 0,758-0,979). Rechts: Box-Whisker-Plot mifedian, 25ster und 75ster Perzentile sowie Extrememe

gepunktete Linie Grenzwert, der fur diese Analyigehdchste Korrektklassifikationsrate (accuracyjter
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Abbildung 28. ROC-Kurve und Boxplot fur Perforin am ersten postoperativen TagFlache unter der Kurve
0,814 (95% Kl 0,680-0,948). Rechts: Box-Whiskertigt Median, 25ster und 75ster Perzentile sowitdimwer-
ten. gepunktete Linie Grenzwert, der fur diese psaldie hochste Korrektklassifikationsrate (accyyacgibt.
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Abbildung 29. ROC-Kurve und Boxplot fir CD3 am ersten postoperativen TagFlache unter der Kurve 0,844
(95% KI 0,723-0,965). Rechts: Box-Whisker-Plot mifedian, 25ster und 75ster Perzentile sowie Extremame

gepunktete Linie Grenzwert, der fur diese Analyisehdchste Korrektklassifikationsrate (accuracy)ler
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4.8 Der kombinierte Genexpressionstest zur Risikopradikon

Die Vorhersage einer postoperativen Sepsis istrahlu@r Expression eines einzelnen Genes
madglich. Die Anforderungen an einen klinischen Tregt méglichst hoher Spezifitdt und Sensi-
tivitdt werden allerdings nur unzureichend erfillig in Kapitel 4.7 ausgefuhrt wurde. Hinzu
kommt, dass die Expressionsdaten von Fall- und tébgtuppe fir die einzelnen Gene in einem

engen Bereich liegen, so dass eine prazise Zuogdenschwert wird (siehe Abbildung 26-29).

Risikopradiktion durch einzelne Gene

Grenzwert Spezifitat Sensitivitat PPV NPV
IL-18 1,029 0,8 0,7 27,67 96,06
TNFa 0,151 1 0,6 100 95,81
Perforin 1,261 0,85 0,7 33,78 96,29
CD3 1,043 1 0,6 100 95,81
PPV: Positiv-Pradiktiver Wert; NPV: Negativ-Pradiktiver Wert

Tabelle 11: Die Risikopradiktion mittels Genexpres®n von einzelnen Markern liefert nur maRige Sensiti-
taten. Ausgewahlt wurde jeweils der Grenzwert (cutoff),dem die Summe von Spezifitat und Sensitivitdt maxi
mal ist. PPV und NPV basieren auf der Pravalenz 2@tsepsispatienten in einer Gesamtpatientenpaguoilabn

203 Studienpatienten.

Um die diagnostische Aussagefahigkeit zu verbessarrde eine binar-logistische Regressions-
analyse durchgefuhrt. Diese statistische Methotkuler die Gewichtung der einzelnen Gene
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Entwicklungex postoperativen Sepsis und ermdglicht die
Berechnung einer Wahrscheinlichkeit, mit der eineePatienten anhand ihrer individuellen
Genexpressionsmuster der Risikogruppe zuzuordnah §la dieses Verfahren nicht auf der
Quantifizierung der mMRNA-Menge eines einzelnen Gesendern auf der Analyse von Genex-
pressionsmustern basiert, erlaubt es eine Verhasgater Korrektklassifikationsrate, also der
Zahl der Patienten, die richtig der jeweiligen Grapugeordnet werden. Zur Risikovorhersage
mittels binar-logistischer Regression wurde die €&gmession von CD3, TNFa und Il3-he-
rangezogen. Das Einbeziehen der Perforin-Expregdaitmte nicht zu einer signifikant besseren
Préadiktion, daher wurde dieser Marker aus der Asebntfernt.

Mittels einer ROC-Kurven-Analyse, die auf diesenhiggheinlichkeitswerten basiert, kénnen

Trennwerte bestimmt werden, die zur Zuordnung vatieRten zu Gruppen mit unterschiedli-
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chem Risiko dienen. Die ROC-Kurve und ein Box-WhisRIot sind in Abbildung 30 darges-
tellt.
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Abbildung 30. ROC-Kurve basierend auf den Wahrschailichkeitswerten der RegressionsanalyseAUC 0,918
(95% KI: 0,826-1,009). Rechts: Box-Whisker-Plot muiedian, 25ster und 75ster Perzentile sowie Extrertem.
gepunktete Linie Grenzwert, der fir diese Analyge libchste Korrektklassifikationsrate (accuracygitgr Fur
diesen Grenzwert betragen Spezifitat und Sensitijetveils 85%.

Unterschiedlich gesetzte Grenzwerte erlauben daipei Optimierung des Testverfahrens hin-
sichtlich Spezifitdt oder Sensitivitat. Abhangignvder medizinischen Fragestellung kann es
sinnvoll sein, eine Gruppe, die ausschlief3lich Rasenten mit hohem Sepsis-Risiko besteht, zu
klassifizieren oder eine moglichst hohe Zahl desilRipatienten um den Preis einer niedrigeren
Sensitivitat zu identifizieren. So ware flr eineefdpiestudie mit einer aufwéandigen und kosten-
intensiven immunmodulatorischen Therapie eine $tabpulation mit einer hohen Zahl von
Sepsispatienten sinnvoll, fir weniger aufwandigd3hEhmen wie intensivierte Antibiotikapro-
phylaxe und verbesserte postoperative Uberwachuirgnein Einschluss moglichst aller Risi-

kopatienten wiinschenswert.
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Abbildung 31. Die Identifikation von Risikopatienten bei unterschiedlichen GrenzwertenDargestellt ist die
Anzahl der Patienten aus der Fall- oder Kontrofdges deren Wahrscheinlichkeit oberhalb des angegebe
Grenzwertes liegt. Ein hoch gesetzter Grenzweaubtldie Identifikation einer Gruppe, deren Mitgke mit hoher
Wabhrscheinlichkeit erkranken (hohe Spezifitéat), vedld ein niedrigerer Grenzwert die Risikopatienah hoher
Sensitivitat richtig klassifiziert.

Risikopradiktion mittels Kombinationstest

Grenzwert Spezifitat Sensitivitat PPV NPV
Hohes Risiko 0,728 0,95 0,75 62,1 97,2
Mittleres Risiko 0,340 0,8 0,95 34,2 99,3
Niedriges Risiko 0,035 0,35 1 14,4 100

PPV: Positiv-Pradiktiver Wert; NPV: Negativ-Pradiktiver Wert

Tabelle 12. Darstellung in Tabellenform.Klinisch relevant sind einerseits die Gruppe mihém Risiko, die
hochspezifisch Risikopatienten identifiziert, sowlie Gruppe mit mittlerem Risiko, die eine Diagnbsé 95% der
im Verlauf erkrankten Patienten bei gleichzeitigrimden stellender Spezifitdt ermdglicht. PPV uni@\Nbasieren

auf der Pravalenz von 20 Sepsispatienten in eiesa@tpatientenpopulation von 203 Studienpatienten.
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5 DISKUSSION

Das Weichteiltrauma, das durch grol3ere abdominalgische Eingriffe entsteht, fuhrt unter
Vermittlung zahlreicher Mediatoren zu einer syswrhen Aktivierung des Immunsystems. Die-
ser Zustand, der Klinisch durch die Zeichen ein&sSmponiert, geht mit einer unterschiedlich
ausgepragten kompensatorischen antiinflammatomsGegenreaktion (CARS) einher. Kommt
es dabei zur Fehlregulation, resultiert eine aehdk ausgepragte Depression des Immunsys-
tems, die die betroffenen Patienten fur sekunddéiektionen pradisponiert und damit das Ent-
stehen einer postoperativen Sepsis begtinstigiREduktion der hohen Letalitat der Sepsis ist es
von grolRer Bedeutung, Risikopatienten frihzeitigidentifizieren und gezielt zu Uberwachen,
bzw. praventiv immunmodulatorisch zu behandelnsdann unter anderem anhand der Genex-
pression von verschiedenen Markern geschehen, veab@rofundes Verstandnis der zugrunde
liegenden Pathophysiologie und dem ZusammenhangBramiindung und kompensierender
Entzindungshemmung von grofRer Bedeutung ist. Irhgrvorgestellten retrospektiven Fall-

Kontroll-Studie konnte gezeigt werden, dass

» perioperativ typische Zeichen einer Deaktivierueg tmnmunsystems auf mMRNA-Niveau
auftreten, sichtbar vor allem an einer verminde@@mexpression proinflammatorischer
Zytokine wie TNFa und IL-13 sowie einer vermindartexpression von T-Zell- und Zy-

totoxizitatsmarkern (Perforin und CD3).

* Anhand der Expression einzelner Marker Risikopadie fir das Entstehen einer Sepsis
identifiziert werden konnen. Die diagnostische Aagekraft dieser Marker kann durch

Kombination noch deutlich gesteigert werden.

» das verwendete Verfahren eine sinnvolle Erganzutey &rweiterung herkdmmlicher
Verfahren zur Uberwachung der Immunfunktion dakstekonnte was allerdings in einer

prospektiven Untersuchung bestatigt werden muss.

Zahlreiche Autoren haben Verfahren zur periopeeatiRisikopradiktion oder zur Diagnosestel-
lung in septischen Patienten untersucht. MaRgeblitibeiten beschéaftigten sich mit der Mes-
sung von Zytokinplasmaspiegeln, ein anderer Anksagan der Identifikation von Risikopatien-
ten anhand der monozytaren HLA-DR-Expression.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Durchfiihrung egn&8eren operativen Eingriffes einen aus-
gepragten Einfluss auf die Genexpression immunstbgrelevanter Gene hat. Postoperativ trat
eine verminderten Expression entzindungsassoziiégee wie IL-8 und MIP-1a auf. Zudem
konnte eine ausgepragte postoperative Reduktion niRNA-Menge an T-Zell- und NK-
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Zellspezifischen Genen in beiden Studiengrupperigerverden. In der Gruppe von Patienten,
die im Verlauf eine postoperative Sepsis entwigkelivar die Expression von proinflammatori-
schen Markern wie TNFa und ILBIpostoperativ deutlich geringer als in der Kontgnlppe.

Der T-Zell-Marker CD3 und das von Nattrlichen Kitgellen exprimierte Perforin zeigte in der
Risikogruppe eine signifikant niedrigere postopgeatExpression als in der Gruppe mit un-

kompliziertem Verlauf.

Basierend auf der Genexpression von CD3, IL-1b TIN&a wurde eine binar-logistische Reg-
ressionsanalyse durchgefuhrt, die die individu®lahrscheinlichkeit berechnete, mit der ein
Patient der Risikogruppe zuzuordnen ist. Auf Gragdldieser Wahrscheinlichkeitswerte war es
maoglich, das Auftreten einer Sepsis im Verlauf ieram ersten postoperativen Tag mit hoher

Sensitivitat und Spezifitat vorherzusagen.

Die vorgestellte Studie demonstriert, dass die yg@lon Genexpressionsmustern eine Risiko-
pradiktion erlaubt und damit eine Erganzung vorblesten Verfahren zur genaueren Uberwa-
chung der Immunfunktion von Risikopatienten dalst&ie Genexpressionsanalyse mit Hilfe

der quantitativen rt-PCR ist ein einfach zu handimaes, klinisch breit verfigbares Verfahren,
dass auf verschiedenen Gebieten bereits eingegetztVorbehaltlich einer prospektiven Besta-

tigung der hier gewonnenen Daten konnte gezeigtleverdass die rt-PCR als neue Technik fur
die klinische Anwendung auch auf diesem Gebietgyesgiist.

5.1 Expression von proinflammatorischen Zytokinen

Aus der Gruppe der proinflammatorischen Zytokinedeuin der vorliegenden Studie die Gen-
expression von IL{1, TNFa und IL-18 untersucht. Wahrend fur IL-18 sidgante Unterschiede
weder zwischen den beiden Patientengruppen nocheitlichen Verlauf gemessen wurden,
zeigten IL-B und TNFa in den beiden Gruppen differierende Gpressionsmuster. Die Menge
der TNFa-mRNA in den Proben der Risikogruppe lagakten drei Messzeitpunkten deutlich
unterhalb der Menge in der Kontrollgruppe. Dariib@aus kam es in dieser Gruppe am ersten
postoperativen Tag zu einer Uberzufalligen Abnalttee mRNA-Expression dieses Zytokins.
Nach dem Eingriff stieg die mRNA-Menge von IB-in beiden Gruppen signifikant an. Dieser
Effekt war in der Kontrollgruppe deutlich ausgepgigind schon am ersten postoperativen Tag
nachweisbar, so dass sich nach der Interventiandenatlich niedrigere IL{1-Expression in der

Risikogruppe fand.
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Die gefundenen Ergebnisse sind koharent zu verdehen Studien, die an postoperativen oder
septischen Patienten vorgenommen worden sind. §tezdensler et al. eine reduzierte Zyto-
kinfreisetzung nach LPS-Stimulation von isolier@ntleukozyten kirzlich operierter Patienten
[49]. In dieser Studie an Patienten mit unkomptig Verlauf nach dem Eingriff zeigte sich
eine postoperativ deutlich reduzierte Sekretion ¥dia aus T-Helferzellen, wahrend sich die
Sekretion aus Makrophagen nicht signifikant ver@edeAuch war in dieser Untersuchung die
postoperative Freisetzung von IB-$ignifikant erhoht. Die in der von Hensler etalblizierten
Studie eingeschlossenen Patienten lassen sich asteahmit der hier untersuchten Kontroll-
gruppe vergleichen. So kdnnte sich das untersabieVerhalten der TNFa-Expression ver-
schiedener Leukozytenpopulationen in der von Hemmlblizierten Untersuchung zu einer nicht
nachweisbaren Anderung in einer Vollblutprobe sueremn, wie sie in der hier vorgelegten Stu-
die beobachtet wurde. In der Patientengruppe nstgperativer Sepsis scheint die Reduktion
ausgepragter zu sein, hier Uberwiegt die Verminugrso dass sich postoperativ ein signifikant
geringerer Wert ergibt. Auch fur ILB1sind die Ergebnisse Ubereinstimmend. Hier fand sic
beiden Studien ein signifikanter postoperativer thagsder mRNA-Expression. Vergleicht man
die Ergebnisse dieser Untersuchung mit Studienaudi8epsispatienten durchgefuhrt wurden, so
findet man in vielen Fallen tbereinstimmende Ergetmn Dies ist auf der einen Seite pathophy-
siologisch begrindbar, da man von einem gemeins&@atromechanismus fur die immunologi-
sche Dysfunktion bei sterilen Traumata und septisdBrkrankungen ausgeht, auf der anderen
Seite lag bei der Uberwiegenden Mehrzahl der Ratiekein klinisch manifestes SIRS vor.
Trotzdem decken sich besonders in der Fallgruppehigir erhobenen Befunde mit einer Viel-
zahl von Erkenntnissen, die aus der Messung deskihigekretion bei septischen Patienten ge-
wonnen wurden. Eine Untersuchung an PBMC's (Pergtiglood Mononuclear Cells) von sep-
tischen Patienten zeigte eine reduzierte TNFa-€imisg auf mMRNA- und Proteinebene. Dieser
Effekt war auch an LPS-stimulierten Vollblutprobeschweisbar. Bemerkenswert an dieser Stu-
die ist auRerdem, dass die Stimulation mit physjisich auftretenden niedrigen Endotoxinkon-
zentrationen durchgefuhrt wurde, so dass abnormohk WZytokinspiegel vermieden werden
konnten. Fur IL-B waren die Ergebnisse dieser Studie uneinheitha, zeigte ein semiquanti-

tatives Verfahren keine Anderung der mRNA-Mengd.[91

Das durch die Operation verursachte Trauma fuhreiner Aktivierung des patienteneigenen
Immunsystems. Postoperativ werden vermehrt promflatorische Zytokine wie TNFa, IL-6
und IL-1B freigesetzt. Dabei konnte in vielen Studien nadbf3gren Eingriffen ein messbarer

Anstieg der IL-6 Plasmaspiegel nachgewiesen werdadem scheint eine exzessiver Anstieg
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des IL-6-Plasmaspiegels mit einer erhohten Ratéopegtiver Infektionen assoziiert zu sein
[92]. Fur IL-18 und TNFa sind die Ergebnisse weniger koharent, migde entweder ein An-
stieg oder nicht messbare Spiegel beobachtet [R2i94ierexperimentellen Studien konnte al-
lerdings das Ubertreten von TNFa in die systemisginkulation nachgewiesen werden. Die
fehlende Messbarkeit in verschiedenen klinischeri8h am Menschen ist also moéglicherweise
nur durch die kurze Halbwertszeit von TNFa und fLdedingt [95]. Vor diesem Hintergrund
scheint es widersprichlich, das die gewonnenenbBigee eine Abnahme von TNFa postopera-
tiv und generell eine verminderte Sekretion von @NiRd IL-3 in der Gruppe mit postoperati-
ver Sepsis zeigten. Dieser scheinbare Widerspiégst kich leicht aufklaren, wenn man patho-
physiologisch eine differenzierte Aktivierung vomrhunzellen betrachtet. Wahrend Gewebs-
makrophagen grofie Mengen von proinflammatorischetokihen freisetzen, werden im
Blutkreislauf zirkulierende Monozyten in ihrer Akiiat eher gehemmt. Schindler et al. konnten
in einer Studie zeigen, dass IL-6 hemmend auf digedion von TNFa und ILfwirkt und da-
mit die Immunreaktion in Richtung Entzindungshemguwerschiebt [96]. Dadurch wird zu-
satzlich die Resistenz gegen eindringende Erregieschilechtert. Verschiedene Studien lieferten
aulBerdem Hinweise daflr, dass der eigentliche @rgtokinfreisetzung nicht das Blut selbst,
sondern das entzindete Gewebe ist. Dabei kannyakidkonzentration im Gewebe um den
Faktor 100 Uber der des Blutes liegen [97-100]. Dezeits praoperativ reduzierte TNFa-
Genexpression, die in der vorliegenden Arbeit bebte wurde, lasst sich auf zwei verschiede-
nen Wegen erklaren. Einerseits ist eine bereitegaiativ vorliegende relative Immundefizienz
in der Gruppe der Patienten zu vermuten, die sichiner verminderten TNFa-Genexpression
zum Beispiel in Monozyten auf3ert und die eine uiigende Wirtsantwort auf perioperativ ein-
dringende Pathogene auslost. Auf der anderen $gite eine bereits praoperativ vorliegende
vermehrte Sekretion proinflammatorischer Zytokimeperipheren Gewebe denkbar, die sekun-
dar zu einer verminderten Aktivierung der zirkudieden Leukozyten fihrt. Um hier eine weite-
re Differenzierung der zugrundeliegenden Mechanmsmeerreichen, ware eine Parallelbestim-
mung von Zytokinspiegeln auf Proteinebene bzw. Hasanziehen von Oberflachenmarkern
denkbar.

Interleukin 18 ist ein proinflammatorisches Zytokdas unter anderem von aktivierten Makro-
phagen freigesetzt wird und die Aktivitdt von Néitilven Killerzellen sowie die IFNgSekretion
stimuliert [101,102]. In experimentellen Studienrwlge Stimulation mit IL-18 in der Lage, eine

postoperativ eingeschrankte Immunfunktion von etdéin PBMCs aufzuheben [103]. In der hier
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vorgestellten Studie zeigte IL-18 weder zwischen Heiden Patientengruppen noch im zeitli-
chen Verlauf einen signifikanten Unterschied (Atbiig 12)

Klinische Studien, die die perioperative Genexpoesyon IL-18 untersuchen, fehlen zurzeit
noch. Zur Unterstitzung der hier vorgestellten B&@nnte man allerdings die Publikation von
Grobmyer et al. heranziehen, der keine signifikavieeanderung der IL-18-Plasmaspiegel in
gesunden Freiwilligen nach LPS-Applikation fand21.an dieselbe Richtung deuten einige von
Tschoeke et al. publizierte Daten, die vergleickblar18-Spiegel in Vollblutproben bei Trau-

mapatienten und gesunden Kontrollen zeigten [104].

Zusammenfassend fand sich bei der Untersuchungrderflammatorischen Zytokine eine deut-
liche Reduktion wichtiger Entziindungsmediatorenién Gruppe von Patienten, die im Verlauf
eine Sepsis entwickelten. Der Umstand, dass dieatBpression in der Fallgruppe im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe deutlich reduziert ishterstitzt die Erkenntnis, dass dieses Zytokin
fur eine effiziente Abwehr eindringender Krankherteger essentiell ist [105,106]. Dafur
spricht auf3erdem, dass in verschiedene Studieerhiithtes Infektionsrisiko flr Patienten mit
verminderter postoperativer ex vivo TNFa-Sekreti@zeigt wurde [107,108]. Ebenso lasst sich
der verminderte Anstieg der ILBIEXpression postoperativ interpretieren, im Sinime® ver-
minderten Potentials des Wirts auf eindringendenKingitserreger mit einer adaquaten Entzin-
dungsantwort zu reagieren. Damit liefert die hiergestellte Studie nicht nur Hinweise fur die
grundsatzliche Bedeutung der proinflammatorischeadilstoren bei der effektiven Erregerab-
wehr, vielmehr unterstreicht sie auch die pathojgihygische Bedeutung der, durch das operati-

ve Trauma ausgeldsten Immundepression fur die &nisg der postoperativen Sepsis.

5.2 Expression von T-Zell- und NK-Zell-Genen

Die Gene, die hauptsachlich oder spezifisch vonyithhhozyten und Naturlichen Killerzellen
exprimiert werden, zeigen in der hier vorgestell&ndie ein relativ einheitliches Verhalten.
Untersucht wurden die Expression von Perforin, COGR3 und CD69 (Abbildung 13-16). Die
MRNA-Menge von allen vier Markern nimmt im Verhd#treum Ausgangswert postoperativ
stark ab. In der Tendenz waren alle Gene in ddgifegpe niedriger exprimiert, wobei der Un-
terschied fur Perforin und CD3 signifikant war.

CDa3 ist ein essentieller Bestandteil des T-Zell-€pgar-Komplexes, der neben CD3 noch aus
dem TCR und det-Kette besteht. Die Funktion von CD3 besteht daineWesentlichen in der
Weiterleitung von Aktivierungssignalen am T-Zell#@tor, sowie in der Expression des Re-
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zeptorkomplexes auf der Zelloberflache von Lymphezy Entsprechend wird CD3 von T-

Zellen und Thymozyten exprimiert [17]. Bisher gingan davon aus, dass man mit gewissen
Einschrankungen das CD3-Oberflachenantigen zurchétgung der relativen Menge an T-

Zellen in einer Probe heranziehen kann, neuereietudeigen allerdings, dass die CD3-

Expression auf der Zelloberflache u.a. in septischatienten einer Regulation unterworfen ist
[109].

CD69 ist ein Membranprotein, das auf T- und B-Lympyien exprimiert wird. Dartiber hinaus
kann es auf der Zelloberflache von zahlreichen mrdeeukozyten wie NK-Zellen, Neutrophi-
len Granulozyten, Thrombozyten sowie Makrophagerchgawiesen werden. Von T-
Lymphozyten wird es nach Stimulation des T-Zellpes durch Antigene vermehrt in die
Zellmembran integriert und dient als durchflusseyetrischer Marker fiir den Aktivierungszu-

stand von T-Lymphozyten und ihren Subpopulatioridi®].

CCRS3 ist ein Chemokinrezeptor, der vor allem aufldiferzellen der Th2-Subpopulation ex-
primiert wird. In septischen Patienten wurde veisgéntlich eine Reduktion der Aktivitat der
Thl-Lymphozyten bei vermehrter Th2-Aktivitat beobgst. Dies kénnte eine effektive Erreger-
abwehr durch phagozytierende Zellen beeintrachtj@éa]. In der vorliegenden Studie konnte
allerdings keine Zunahme in der Expression diedesn@kinrezeptors in der Fallgruppe nach-
gewiesen werden, damit gibt es keinen Anhalt fiir feiihzeitiges postoperatives Uberwiegen
der Th2-Zell-Aktivitat in dieser Patientenpopulatio

Ein weiteres untersuchtes Gen kodiert Perforin,Rristein, das von NK- und NKT-Zellen pro-
duziert wird. Zusammen mit anderen Proteinen wiandyme und Granulysin wirkt es zytozid
und mikrobizid, indem Poren in der Zellmembran d#ackierten Zelle gebildet werden und

eine Apoptose ausgeldst wird [17,35].

Zumindest teilweise ist die Anderung der Genexpoessn zeitlichen Verlauf auf Verschiebun-

gen im Blutbild der eingeschlossenen Patienten ckatifihren. Postoperativ ist das Blutbild
spezifischen Veranderungen unterworfen; so komn#uesinem Anstieg der Gesamtleukozy-
tenzahlen, der maf3geblich von einer vermehrten dhwgsmmung Neutrophiler Granulozyten
aus dem Knochenmark getragen wird. Gleichzeitig kmbras bei gréReren Operationen zur Ab-
nahme der relativen und absoluten T-Zell und NKi-Aeizahl [112], wobei die relative Abnah-

me mitbedingt ist durch die Zunahme an Granulozyliasem Mechanismus sind in der vor-
gestellten Studie beide Patientengruppen in ahericAusmald unterworfen. So stieg die Leuko-
zytenzahl von durchschnittlich 7800/ul auf 129004mh ersten und 13000/pl am zweiten
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postoperativen Tag (Abbildung 9) ohne dass es esmgmfikanten Unterschied zwischen den
beiden Gruppen gab. So lasst sich auch die stabkalfne an spezifisch von T-Zellen und NK-
Zellen exprimierten Genen am ersten und zweitetopesativen Tag zumindest in Teilen durch
eine Verschiebung der Anteile der verschiedenerkaeytensubpopulationen erklaren. Weitere
Hinweise liefert ein Mausmodell der zerebralen &ule, bei dem ein Einfluss von ischamischer
Gewebsschadigung auf die T-Zellfunktion nachgewieserden konnte. Es konnte ein dramati-
scher apoptotischer Verlust von Lymphozyten soviie &/erlagerung von einer Thl- zu einer
Th2-typischen Zytokinsekretion im ex vivo-Versuckzgigt werden. Diese Immundefizienz
fuhrt zu einer hohen Inzidenz von Pneumonie undt@amie in den Versuchstieren. Durch
Gabe eines Beta-Rezeptorenblockers konnte die Rorearinzidenz deutlich gesenkt werden,
was eine wichtige Rolle der Sympathikus-Aktivierumgterstreicht [113].Die Aktivierung des
Sympathikus spielt ebenfalls eine wichtige Rolle der Pathophysiologie des Septischen
Schocks, was verwandte Mechanismen auch in nich&mischen Gewebstraumata nahelegt.
Die Daten aus den Tiermodellen konnten an mengwnidpoplex-Patienten bestatigt werden.
Auch hier fand sich eine messbare Deaktivierung tymphozyten und Monozyten nach zer-
ebraler Ischamie [114]. Da in der hier vorgestali8udie aus logistischen Griinden kein Diffe-
rentialblutbild der Patienten angefertigt wurdesskasich jedoch keine Aussage machen, ob der
Effekt der Zellzahlverschiebung oder die Anderueg Transkriptionsrate in den einzelnen Zel-
len Gberwiegt. Eine Schatzung basierend auf pustemn Zahlen zum Verhalten von Zellsubpo-
pulationen [112] lassen jedoch einen maf3geblichafiuss aufgrund Verschiebungen im Blut-
bild vermuten. Diese Annahme wird unterstitzt dweitte signifikante positive Korrelation zwi-
schen den einzelnen T- und NK-Zellspezifischen Ggsehe Tabelle 13). Neben der Abnahme
der Expression nach dem Eingriff ist die postopeeatnRNA-Menge von CD3 und Perforin in
der Fallgruppe deutlich im Vergleich zu den Korlgolreduziert. Damit scheint das adaptive
Immunsystem in Patienten, die im Verlauf eine Sepsitwickeln, starker gehemmt zu sein als
in Patienten mit unkompliziertem postoperativen ¥ In Ubereinstimmung mit der reduzier-
ten mMRNA-Expression in der hier vorgestellten Ustiehung konnte eine postoperativ einge-
schrankte Funktion der Naturlichen Killerzellennrehreren Studien an chirurgischen Patienten
sowie in Tierexperimenten demonstriert werden [6,116]. Betroffen sind davon neben den T-
Zellen auch die NK- sowie die NKT-Zellen; beide [gepulationen produzieren das antimikro-
bielle und zytozide Protein Perforin [35]. Ubersha direkten mikrobiziden Effekt, der erst in
den letzten Jahren beschrieben wurde hinaus, k@meeVerminderung der Aktivitat der Natlr-
lichen Killerzellen die Anergie von Monozyten begtigen, da NK-Zellen bei der Interferon-

vermittelten Monozytenstimulation eine wichtige Rapielen.
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Korrelation zwischen T-Zell und NK-Zellgenen mit de

m T-Zellmarker CD3

CD3
Praoperativ Tag 1l Tag 2

Préoperativ -0,205 (n.s.) 0,069 (n.s.) -0,015 (n.s.)
CCR3 Tag 1 -0,292 (n.s.) 0,471 (0,002**) 0,509 (0,001**)

Tag 2 -0,106 (n.s.) 0,57 (<0,005**) 0,832 (<0,005**)

Préoperativ 0,622 (0,005**) 0,149 (n.s.) 0,135 (n.s.)
Perforin Tag 1l 0,238 (n.s.) 0,796 (0,005**) 0,624 (0,005**)

Tag 2 0,198 (n.s.) 0,604 (<0,005**) 0,884 (<0,005**)

Préoperativ 0,231 (n.s.) 0,013 (n.s.) 0,159 (n.s.)
CD69 Tag 1 0,121 (n.s.) 0,565 (<0,005**) 0,487 (0,001**)

Tag 2 0,036 (n.s.) 0,551 (<0,005**) 0,62 (<0,005**)

Angegeben sind der Korrelationskoeffizient und der p-Wert in Klammern (Spearman-Rho).** p<0,01

Tabelle 13. Korrelationstabelle von T-Zell-GenenPostoperativ zeigte sich eine enge Verbindung heiscden

einzelnen T-Zell assoziierten Genen und CD3.

Neben der Reduktion der monozytaren Zytokinexpoesst damit auch die Genexpression von
T-Zell und NK-Zelleigenen Genen vermindert. Dar&nigt, dass die postoperative Immundep-
ression, die letztlich in der Entwicklung einer Sispmiindet, nicht allein ein Resultat einer ver-
minderten Aktivitdt phagozytierender Zellen istndern dass der adaptive Teil des Immunsys-
tems ebenfalls beeintrachtigt wird. Hinweise fun dUberwiegen von Th2- (ber Thl-
Helferzellen postoperativ, wie sie verschiedenthaschrieben wurden, lassen sich aus den hier

vorgestellten Ergebnissen allerdings nicht ableiten

5.3 Expression von Chemokinen

Neben den oben beschriebenen Zytokinen stelleilCdemokine eine weitere Gruppe von Bo-
tenstoffen des Abwehrsystems dar, die eine wichigke in der Entwicklung von Immunfunk-
tionsstérungen nach operativem Trauma und beisdm@n Erkrankungen spielen. Zudem nimmt

man an, das insbesondere IL-8 eine Vermittlerfumktiei entzindungsbedingten Gewebsscha-
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den innehat [117]. Zu den untersuchten Chemokirehoigen MIP-1a (CCL3), IL-8 (CXCLS),
IP-10 (CXCL10), PF4 (CXCL4) und GRO-1 (CXCL1). Wéhd MIP-1a zu den CC-Motiv-
Chemokinen gehort, sind die restlichen vier Mitdée der CXCL-Chemokin-Familie. In den
hier vorgestellten Ergebnissen zeigen die untetencBhemokine allerdings kein gruppenspezi-

fisches Verhalten.

Bei zwischen den beiden Gruppen vergleichbarer &sgon von Interleukin 8, konnte eine aus-
gepragte Reduktion zwischen dem Ausgangswert undodstoperativen Messzeitpunkten fest-
gestellt werden (Abbildung 22). Ein &hnliches Védtdra zeigten auch IP-10 (Abbildung 18) so-
wie MIP-1a. Beim letzteren fiel auf, dass die Ggiression postoperativ zwischen den Gruppen
signifikant voneinander abwich. Die Fallgruppe teigine geringere Expression dieses Chemo-
kins (Abbildung 21).

Dahingegen konnten keine Unterschiede in der Esmesdes Plattchenfaktors 4 (Abbildung
20) festgestellt werden. GRO-1 zeigte in der Kdigrappe einen geringfugigen, aber signifi-
kanten Abfall der Expression am zweiten postopeszati Tag im Verhaltnis zum Vortag
(Abbildung 19).

Die Rolle von Interleukin 8 im Zusammenhang mit 8seund Entziindung wird schon seit vie-
len Jahren diskutiert. Insbesondere die leukozitisizhe und neutrophilen-aktivierende Wir-
kung sowie die Vermittlung von Gewebsschéaden isedéedeutsam. IL-8 wird insbesondere
von Monozyten, aber auch von Zellen wie Fibroblastendothelien und anderen Zellspezies
sezerniert [118]. Eine naheliegende Ursache flrdigchst paradox erscheinende postoperative
Verminderung der Genexpression — schliel3lich wieses Chemokin unter anderem von TNFa
induziert — kann in der bereits ausfuhrlich bestbenen perioperativen Deaktivierung von Mo-
noyzten liegen, die in einer verminderten Expressl@ses im Wesentlichen proinflammatori-
schen Zytokins resultiert. Eine andere denkbarddBrkg ware eine vermehrte Auswanderung
aktivierter Monozyten aus dem zirkulierenden Bhutlas chirurgisch geschadigte Gewebe. Dies
wuirde in einer Erh6hung der relativen Anzahl umrebizw. inaktiver Zellen in den postoperati-
ven Blutproben resultieren, die entsprechend wemgeNA produzieren. Vergleichbare Ergeb-
nisse zur IL-8 Expression konnten auch in einerenuichung an Patienten nach kardiochirurgi-
schem Eingriff mit Einsatz einer Herzlungenmaschiesvonnen werden [119]. Ahnlich lasst
sich auch das Verhalten der gemessenen mRNA-MevgetP-10 und MIP-1a erklaren. IP-10
wird von verschiedenen Immunzellen nach Stimulatarch Interferon gebildet, wahrend MIP-
la spezifischer fur monozytéare Zellen ist. Einedath Expression der PF4-mRNA in septischen

Patienten im Vergleich zu nichtseptischen Kontrglidie in einer von Prucha et al. durchgefihr-
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ten Studie gezeigt wurde [71], konnte hier allegdimicht bestétigt werden. Da der grof3te Teil
der mRNA fur den Plattchenfaktor 4 aus Thrombozyeammt [120] und diese als kernlose
Zellen nicht zur mRNA-Neusynthese befahigt sind][Ware eine Anderung der Expression

hauptséachlich auf Basis einer Verschiebung vonivela Zellzahlen zu erwarten.

Die Analyse der Chemokinexpression liefert einentaven Hinweis auf eine eingeschréankte
Aktivitat der zirkulierenden Monozyten als Risikkfar fiir eine postoperative Sepsis. Wahrend
im Uberwiegenden Teil der Chemokine die Untersahied zeitlichen Verlauf Uberwogen, zeig-

te das von Monozyten exprimierte, proinflammatdresd1IP-1a eine deutliche Reduktion in der
Gruppe der Patienten, die im Verlauf eine Sepsiwiekelten und erganzte damit das Bild, das
sich aus der Messung der Zytokine Ignd TNFa ergab.

5.4 Expression des antiinflammatorischen Zytokins TG

Auf der Seite der antiinflammatorischen Seite wudie Genexpression des Transforming
Growth Factor beta (TG untersucht. Dieses Zytokin wird unter anderem Vedelferzellen
vom Typ 2 und regulatorischen T-Zellen sezerni€ratz einiger entzindungsférdernder Wir-
kungen wird es im Allgemeinen zu den antiinflammisithen Zytokinen gerechnet, da es einen
starken hemmenden Einfluss auf die Makrophagentitivesitzt [32]. In der vorgestellten Un-
tersuchung fand sich weder zwischen der Fall- ugrdkibntrollgruppe noch zwischen den ver-
schiedenen Messzeitpunkten ein signifikanter Unteesl (siehe Abbildung 23). Damit erscheint
die TGH-Expression unbeeinflusst durch das operative TeaumUnkenntnis der Plasmaspie-
gel von pro- und antiinflammatorischen Zytokinesskan sich tiber Wechselwirkungen mit ande-
ren Zytokinen allerdings nur spekulieren. Eine ngdgd Ursache fir die unveranderten mRNA-
Mengen in den Vollblutproben kdnnte allerdings ar hRNA-Menge von TGEFin Blutthrom-
bozyten bedingt sein [121]. Da diese Zellen kersiosl, sind sie nicht befahigt, auf Stimuli mit
vermehrter Transkription zu reagieren. Damit konntéeranderungen in der Transkription in
anderen Zelltypen von der konstanten Expressidlutplattchen verwischt werden. Unterstitzt
wird diese Vermutung dadurch, dass aus Thrombozst@mmende Plattchenfaktor 4 ebenfalls

eine unveranderte mMRNA-Expression zeigte (siehet&lap3 und Abbildung 20).
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5.5 Expression von Calgranulin A (S100A8)

Neben den beschriebenen Zytokinen und T-Zellpreteiwurde noch das Gen S100A8 unter-
sucht. Dieses Gen codiert fur Calgranulin A, eiotéin das von verschiedenen Autoren im Zu-
sammenhang mit chronischen und akuten entzindliEmeressen beschrieben wurde. Calgra-
nulin A wird vor allem von Neutrophilen Granulozgteaktivierten Makrophagen sowie ver-
schiedenen Bindegewebszellen produziert [122]. eSdtanktion ist noch nicht vollstandig
verstanden; es bildet zusammen mit Calgranulin BO(®9) Homo- oder Heterodimere und
bewirkt nach Freisetzung eine Rekrutierung weitéerkozyten im entziindeten Gewebe [90].

Darlber hinaus besitzt es auch eine ausgepragteilenobielle Wirkung [123].

In einer DNA-Mikroarray-Studie mit Proben von septien Patienten fand sich eine Uberex-
pression im Vergleich zu Kontrollpatienten, diehseinem neurochirurgischen Eingriff unterzo-
gen ohne dass sie Zeichen einer Entziindungsreadigten [71]. Trotz der unterschiedlichen
Patientenkollektive weil3t die von Prucha et al.lizigrte Studie in die selbe Richtung der hier
vorgestellten Ergebnisse (Abbildung 24), bei deméme starke Zunahme der gemessenen

MRNA-Menge nach operativen Eingriffen mit begledenEntziindungsreaktion auftrat.

Dieser Anstieg lasst sich nur teilweise Uber eineahme der Neutrophilen Granulozyten erkla-
ren. Zum einen, da die Zunahme an Calgranulin A-rARMNt dem 5-7fachen des Ausgangswert
groRRer als die Zunahme der Leukozytenzahlen isty anderen sind Leukozytenzahlen und

MRNA-Menge nur schwach korreliert.

Korrelation von Leukozytenzahlen und
S100A8 mRNA-Menge

S100A8
Préaoperativ Tag 1 Tag 2
Praoperativ 0,37 (0,0203) 0,29 (n.s.) 0,04 (n.s.)
Leukozyten Tag 1 0,33 (0,039) 0,32 (0,048) -0,11 (n.s.)
Tag 2 0,14 (n.s.) 0,16 (n.s.) -0,13 (n.s.)

Angegeben ist jeweils der Korrelationsfaktor zwischen -1 und 1, in Klammern p-Wert (Spearman-Rho)

Tabelle 14. Korrelation zwischen S100A8 und den Gamtleukozytenzahlen Die Expression von Calgranulin A
ist nur schwach mit der Gesamtanzahl der Leukozyoereliert. Damit erscheint eine gednderte Expoassurch

Zellzahlverschiebung unwahrscheinlich.
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Eine mogliche Ursache des Anstieg der S100A8-Exsmasliegt in erhdhten postoperativen
IL-1B8 und TNFa-Konzentrationen, die nach grol3eren ofisuhen Eingriffen beobachtet wer-
den kénnen [124], da beide Zytokine die Expressiom Calgranulin A induzieren [125]. Auf-
grund der bisher noch nicht vollstandig verstandeiRelle von S100A8 in Entziindungsprozes-
sen und bisher fehlende weitergehende Untersuchumgseptischen Patienten ist die pathophy-
siologische Bedeutung der hier vorgestellten Erggsien unklar. Eine Rolle koénnte die

Aktivierung von alternativen Entziindungssignalwegber RAGE-Rezeptoren spielen [90].

5.6 Vergleich des Kombinierten Genexpressionstests ménderen Verfahren zum Im-

munomonitoring

Verschiedene Verfahren zum Uberwachen der Immunimmkund zur Risikopradiktion und
Diagnose septischer Patienten wurden bisher besehri Das am besten Validierte ist dabei die
Messung der HLA-DR-Expression auf Blutmonozytentetstder FACS-Analyse [62].

Die in der hier vorgelegten Studie beschriebenehbli#, die auf der quantitativen rt-PCR ba-
siert, erlaubt eine Identifikation von Risikopatiem mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat (siehe
Abbildung 30 und Tabelle 12). Dabei ist die vorg#tt Technik unabhangig von der Erhebung

weiterer Daten wie z.B. klinischen SIRS-Symptomen.

Eine von Mokart et al. publizierte Studie zur Ropkadiktion an insgesamt 50 Patienten basiert
auf der Bestimmung von PCT, CRP oder IL-6 am erptsioperativen Tag [68]. Wahrend da-
mit Werte flir die Sensitivitat von bis zu 100% ahe werden konnten, lag die Spezifitat bei
maximal 86%. Dieser Test erfordert allerdings dasliggen der SIRS-Kriterien, andernfalls
liegen Sensitivitaten und Spezifitaten deutlichenrtiesen Werten. Damit fallt die diagnostische
Bedeutung des beschriebenen Testverfahrens deabicHier zeigt ein Verfahren, das unabhéan-
gig von der Erhebung klinischer Symptome ist, elibhb Vorziige. Dies ist insbesondere bei
Eingriffen von Bedeutung, bei denen die SIRS-Symm@@uch in Risikopatienten nicht zwangs-

laufig beobachtet werden kdnnen.

Im Vergleich zum hier vorgestellten Verfahren ig¢ Quantifizierung der monozytaren HLA-
DR-Expression wesentlich besser validiert [62]. gxuhd des retrospektiven Studiendesigns und
des im Kapitel 5.7 beschriebenen Uberanpassungséiéeliirfen die hier publizierten Werte fiir
Sensitivitat und Spezifitat einer prospektiven (fiséfung. Vorbehaltlich einer Bestatigung der
Ergebnisse kdnnte die PCR-basierte Risikopradikditardings eine sinnvolle Ergénzung dieses

etablierten Verfahrens darstellen. Schlie3lichdiisie neben praktischen Vorteilen in der An-
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wendbarkeit auch eine Mdglichkeit, verschiedenetdiak zur Beurteilung der aktuellen Im-
munfunktion von Patienten heranzuziehen. So wendelem vorgestellten Expressionstests die
Expression von inflammatorischen Zytokinen, die gtaéchlich von Makrophagen sezerniert
werden mit der Expression von typischen T- und NKFGenen kombiniert. Damit wird die
Immunfunktion nicht nur des angeborenen Teils damuinsystems sondern auch des adaptiven
evaluiert. Ein weiterer ungeltster Punkt in der Amdung der FACS-Analyse ist die rasche
Veranderung der HLA-DR-Expression nach BlutabnahBisher existiert kein kommerziell
verfugbares System, die Expression direkt nachaBhahme zu stabilisieren, so dass eine Ana-
lyse umgehend durchgefihrt werden muss. Hier lettePCR eindeutige Vorteile. Zwar sollte
der Transport in das verarbeitende Labor nach Mbgéit zligig erfolgen und besondere Lage-
rungsbedingungen eingehalten werden, dies stdliicje keine ungeldste Aufgabe selbst an klei-
nere Krankenh&auser. Diese besonderen Vorkehrungssen z.B. auch bei der Kklinisch etablier-
ten Blutgasanalyse ebenfalls eingehalten werdemass die entsprechende Logistik in jedem
Krankenhaus verfligbar sein sollte.

Verschiedentlich wurde die Messung von Zytokinmenghe von LPS-stimulierten Monozyten
freigesetzt werden, zur Bestimmung des Sepsisgdikw. der Prognose der Sepsis herangezo-
gen. So haben Weighardt und Koautoren in eineri&tm chirurgischen Patienten eine Assozia-
tion zwischen einer erniedrigten IFNg und LPS-algihgen IL-12-Sekretion und Tod infolge
postoperativer Sepsis festgestellt [69]. Interetesamrise bestand dieser Zusammenhang praope-
rativ, damit ware eine optimierte praoperative \&@ditung auf den Eingriff bzw. die kritische
Indikationsstellung in Abh&ngigkeit von immunolaghen Parametern mdoglich. Aufgrund der
niedrigen Spezifitat ist dieses Verfahren allerdimiper zur ldentifikation von Niedrig-Risiko-
Patienten geeignet, in der genannten Studie fésh500 von etwa 1100 Patienten in die Risi-
kogruppe. Damit ist dieses Verfahren nicht geeigeiee Therapieentscheidung zugunsten einer
kostspieligen immunmodulatorischen Therapie zufdrefbzw. geeignete Studienpatienten fir
eine entsprechende Therapiestudie zu identifizjedlanbei einer Sepsismortalitdt von maximal
3,6% in der Risikogruppe eine exorbitante Anzaldmelelter Patienten zur Verhinderung eines
Todesfalls (humber-needed-to-treat, NNT) notwendégen. Gewichtiger wiegt aul3erdem das
Argument, dass man eine grofRe Zahl von PatienterRiken von Unerwiinschten Arzneimit-
telwirkungen aussetzen wirde, ohne dass sie voerdeprechenden Therapie profitieren wir-
den. Gleiches gilt sinngemal fur eine ahnliche iBtad Patienten nach neoadjuvanter Therapie
[70]. Zudem sind Testverfahren, die die Stimulatiotaler Zellen beinhaltet mit einem hohen
Zeit und Materialaufwand behaftet.
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Patel et al. konnten schon 1994 zeigen, das eidh&rh IL-6-Plasmaspiegel mit einer héheren
Mortalitdt bei Sepsispatienten einhergeht [67]. Augenn Sensitivitdt und Spezifitat in dieser
Studie nicht optimal sind, konnte dieses Verfalsender bekannt hohen Letalitat der Sepsis als
Auswahlgrundlage fur eine Therapiestudie dienemeotlas zu hohe NNT zu erwarten waren.
Erfahrungen der Vergangenheit legen allerdingsTfigrapiestrategien, die auf die Immunfunk-
tion zielen, den Schluss nahe, dass nach AusbrecBepsis die Immundysregulation schon so
weit fortgeschritten ist, dass eine sinnvolle, gégichtete Intervention haufig nicht mehr méglich
ist. Deshalb ist die Identifikation von Risikopatien schon vor Entwicklung klinischer Sepsis-

zeichen Voraussetzung, um erfolgreich therapievekonnen.

Verschiedene Verfahren zum Immunomonitoring oderRisikopradiktion sind in der Vergan-
genheit untersucht worden. Keines dieser Verfabregicht dabei bisher ein diagnostisches Op-
timum, was die Entwicklung neuer Strategien rectige Der hier vorgestellte Ansatz zur Iden-
tifikation von Risikopatienten ist viel verspreclggmuss allerdings noch genauer evaluiert wer-

den.

5.7 Klinische Relevanz und Aussagekraft der gewonnendbaten

Erkrankungen wie Sepsis, Septischer Schock und &eh8epsis gehdren zu den haufigsten
Erkrankungen auf nicht-kardiologischen Intensivetagn. Jahrlich sterben Tausende von Men-
schen und zusatzlich entstehen Kosten in Milliandéxe [77,78]. Ersteres allein rechtfertigt den
hohen Forschungsaufwand, der auf diesem Gebiatebeir wird. Zusatzlich kann die Vermei-

dung von septischen Komplikationen zur Kostenerspdrei weiter knapper werdenden finan-

ziellen Ressourcen des Gesundheitssystems fuhren.

In der vorgestellten Studie wurde die Genexpresgamninsgesamt 40 Patienten, die sich einem
chirurgischen Eingriff unterzogen, untersucht. Buechgefiihrten Eingriffe waren im Wesentli-
chen aus dem Bereich der Abdominalchirurgie undimtigkationsstellung erfolgte in den weit-
aus meisten Fallen aufgrund einer malignen Erkragk@rumorerkrankungen fihren haufig zu
einer Einschrankung der Immunfunktion [126], dakénnte die Ubertragbarkeit der in dieser
Studie gewonnenen Daten auf Patienten mit gutartirkrankungen eingeschrankt sein. Ande-
rerseits haben andere Autoren im Vergleich vonelRtgn mit benignen und malignen Erkran-
kungen keine Unterschiede in der Sekretion vonreatiilen Zytokinen wie z.B. TNFa und 1131
gefunden [49], was fir eine Ubertragbarkeit dereBrigsse auch auf andere Patienten spricht.
Davon abgesehen sind maligne Erkrankungen einbaldigsten Indikationen fur gré3ere visze-

ralchirurgische Operationen, womit die praktiscledeRanz der eingeschlossenen Studienpopu-
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lation unterstrichen wird. Nicht Ubertragbar sin@ dewonnenen Erkenntnisse hingegen auf
Patienten, die sich einem kleineren Routine-EihgrifB. Hernienchirurgie) unterziehen. Da der
Einfluss auf das Immunsystem zumindest teilweise Viausmald des operativen Traumas und
der Lange der Operation abhangt [112], ist fur @liPatienten eine geringere Beeintrachtigung
der Immunfunktion und der Genexpression wahrsciobinODhne Zweifel sind grél3ere Eingriffe
allerdings auch mit einem hoheren Risiko fur digvicklung einer Sepsis behaftet. Somit stellt
eine Einschrankung des angewandten Tests auf Hddpatienten keine Einschrankung fur
den sinnvollen Einsatz des Verfahrens dar. EinetiReanwendung an allen Patienten, unabhan-
gig von der Grol3e des Eingriffes und dem Operatisi® wirde sich schon aus 6konomischen

Griunden nicht empfehlen.

Ein Problem, dem jedes neu zu etablierende Testwanh zur Identifikation von Gruppen mit
bestimmten Merkmalen, unterworfen ist, ist die smannte Uberanpassung des beschriebenen
Testverfahrens an den zugrunde liegenden Date(eadgt. Overfitting). Mit steigender Zahl an
Testparametern ist mit einer hheren AnpassungeaBtddienpopulation zu rechnen, gleichzei-
tig verringert sich die Ubertragbarkeit auf zukimfnit dem beschriebenen Testverfahren unter-
suchte Patientenkollektive [127]. Auf die vorliegenStudie angewandt bedeutet das, dass die
hier publizierten Grenzwerte auf die 40 eingesg#agn Patienten optimiert sind. Um die Aus-
sagekraft der verwendeten Grenzwerte zu bestatigdnverlassliche Werte fur Sensitivitat und
Spezifitat zu erhalten, ist eine prospektive Vaidng an einer neuen Patientengruppe notwen-
dig. Auch waren ein Vergleich zwischen verschiedewnerarbeitenden Laboren und der Einsatz

von verschiedenen Geraten sinnvoll, um die Guliighkes Verfahrens zu bestatigen.

Die klinische Anwendbarkeit des angewandten Vedakrkonnte in der Studie gezeigt werden.
Fur die rt-PCR aus Vollblutproben existieren stadiderte Testkits und Arbeitsanweisungen,
so dass auch der Einsatz in verschiedenen Labovergleichbaren Ergebnissen fiihren sollte.
Auch die praktische Handhabbarkeit der Blutréhrclemmit der von bereits in der klinischen
Routinediagnostik verwendeten Behéltnissen vergbec. Gleichwohl stellt die in Réhrchen
enthaltene Stabilisierungslosung bei Raumtemper&ginen absoluten Schutz vor RNA-
Degradation dar. Im Blut enthaltene RNAsen bendatigeine Koenzyme und sind aul3erordent-
lich resistent gegen eine Hemmung. Spezielle KigdoraRnahmen sind deshalb notwendig. Es
bietet sich ein eiliger Transport in das verarbate Labor und eine Lagerung bei -80°Celsius
bis zur Weiterverarbeitung an. Unter diesen Bednggun sollte die RNA-Stabilitat gewéhrleistet
sein [128].
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Um ein hohes Mal3 an klinischer Anwendbarkeit zud@maeisten, beschrankt sich die Studie auf
die Analyse von Genexpressionsdaten. Fir eine @p$ehde pathophysiologische Bewertung
der gewonnenen Daten ware allerdings die Erhebwriterer Messparameter notwendig gewe-
sen. So wurden z.B. keine Zytokinplasmaspiegelimest. Die Aktivierung und Inaktivierung
zirkulierender Leukozyten ist von der Einwirkungnveerschiedenen Botenstoffen abhangig.
Uber die H6he von Zytokinspiegeln und ihre Wechaswng mit der Genexpression kann auf-
grund des Studiendesigns keine Aussage getroffedeme Darliber hinaus hatte eine Bestim-
mung der Differentialblutbilder die Interpretatioler Ergebnisse sinnvoll erganzt. Zwar liegen
die absoluten Leukozytenzahlen fur alle drei Zealgia vollstéandig vor, nicht jedoch eine Diffe-
renzierung nach verschiedenen Zellpopulationend@averwendete Messverfahren auf der rela-
tiven Quantifizierung von mRNA beruht, haben refatAnderungen von Leukozytensubpopula-
tionen einen erheblichen Einfluss auf die Messargsie. Praktisch ist es deshalb nicht méglich,
eine gemessene Reduktion der Transkriptmenge aaf\erminderung der Transkription pro
Zelle zurtckzufuhren. Vielmehr werden die einzel@&me in unterschiedlichen Zellpopulatio-
nen unterschiedlich stark oder sogar spezifischmiexgrt. Verringert sich der Anteil dieser Zell-

population, verringert sich automatisch die relatWlenge an mRNA in der Vollblutprobe.

Der hier vorgestellte Test basiert auf dem pathsjahygischen Konzept einer zweizeitigen Sep-
sisentwicklung. Dabei wird durch die Operation effieschrankung der Immunfunktion hervor-
gerufen, die wiederum in einer sekundéar auftreteridektion Vorschub leistet. Dabei sind, wie
von Roger C. Bone publiziert, auch andere, wenith d@lnmliche Mechanismen vorstellbar [124]
(siehe auch Abbildung 32). So entwickelten ein Beit untersuchten Patienten ein SIRS bezie-
hungsweise eine Sepsis sehr friihzeitig am erstenzwdeiten postoperativen Tag, wahrend an-
dere Patienten erst am 14. postoperativen Tagloascke Vollbild entwickelten. Die Frage, ob
diese Patienten dabei prinzipiell unterschiedliElx@ressionsmuster zeigen, muss aufgrund des

retrospektiven Studiendesigns allerdings unbeanéwbteiben.
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Einzeitige Entwicklung der Zweizeitige Entwicklung der Protrahierte Entwicklung der
Sepsis Sepsis Sepsis

SIRS als unmittelbare Folge Initiales Trauma gefolgt von Initiales Trauma mit
eines Traumas einem sekundarem SIRS anhaltenden immunologischen
Veranderungen
Beeinflusst von Starke des Komplikationen: Gestorte Mikrozirkulation
Traumas Multiorganversagen Ischamie
Individuelles AusmaR der Sekundére Infektion Darmbarrierendysfunktion
Immunreaktion Zweiteingriffe Gestérte Immunabwehr
Hypermetabolismus /
Katabolismus
Systemische Entziindung ohne
Infektion
Frihes Organversagen, Friihes SIRS — MODS - verzdgerte o f
Versterben Sterblichkeit Spater Beginn und langes

Anhalten des SIRS und des
Organversagens
Spates Versterben

Abbildung 32. Verschiedene Moglichkeiten der SIRS-&twicklung [124] .

Schliel3lich erlaubt die Messung der Genexpressannekdirekten Ruckschlisse auf die tatsach-
lich freigesetzte Proteinmenge. Diese ist auf dligtfe Weise posttranskriptionell reguliert. So

kénnen Proteine intrazellular gespeichert werdeth infolge eines externen Stimulus sezerniert
werden, ohne dass dieser Stimulus, der z.B. detakbeines Mediators an einem Membranre-
zeptor sein kann, einen Einfluss auf die Transknstrate des entsprechenden Genes hat.

5.8 Zusammenfassung und Ausblick

Die hier vorgestellte Studie untersuchte die pemiapve Genexpression von zwei Patienten-
gruppen, die sich eines grofReren chirurgischenrEisginterziehen mussten. Dabei entwickelte
die eine Gruppe postoperativ eine Sepsis, wahrendrilere Gruppe im Verlauf unkompliziert

war. Eingeschlossen waren in jeder Gruppe zwanaigifiten, die in der Gberwiegenden Mehr-
zahl aufgrund einer malignen Erkrankung operientden.

Die Ergebnisse lassen sich unter zwei Gesichtspanktisammenfassen. Zum einen kommt es
in beiden Patientengrupppen postoperativ zu eiiggrifikanten Veranderung der Expression

von entziindungsrelevanten Genen. Dies betraf néeerChemokinen IL-8, MIP-1a und IP-10
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sowie dem antimikrobiellen Protein Calgranulin Ahesondere die T-Zell-Gene und das NK-
und NKT-Zellspezifische Perforin. Hier tragen aN&&ahrscheinlichkeit nach Verschiebungen in

der relativen Zellzahl der Blutproben maRR3geblich Eiklarung der Ergebnisse bei.

Der zweite wichtige Gesichtspunkt beschreibt spgie Veranderungen, die die beiden Patien-
tengruppen voneinander unterschieden. Hier wurdgmfi&kante Unterschiede im Expressions-
verhalten von IL-g , TNFa, MIP-1a, CD3 und Perforin beobachtet. Diktsgker waren posto-
perativ in der Fallgruppe signifikant geringer drpert. Insbesondere fir ILBLund TNFa
konnte in verschiedenen Studien eine essentielle Roder Abwehr eindringender Mikroorga-
nismen demonstriert werden. Als T-Zellassoziiefden kann CD3 einen Hinweis auf die Zahl
zirkulierender T-Zellen geben. Fir eine effektivemiunantwort auf Krankheitserreger unter-
stltzen und aktivieren sich phagozytierende Zelen Makrophagen und Zellen des adaptiven
Immunsystems gegenseitig. Somit ist eine Reduktmm Mediatoren sowohl des angeborenen
als auch des adaptiven Immunsystems ein Hinweisimgf gestorte Immunfunktion in beiden

Armen der Wirtsantwort.

Basierend auf einer retrospektiven Analyse derndaéen Genexpression konnte ein Testver-
fahren entwickelt werden, welches Risikopatientenhmher Sensitivitat und Spezifitat identifi-
ziert. Die dabei zur Anwendung gekommene rt-PCReiststandardisiertes Verfahren, was in
der klinischen Praxis in verschiedenen Bereicheritseeingesetzt wird. Zurzeit gibt es Bestre-
bungen, die noch hohen Kosten der rt-PCR zu opténieSo existiert flr die Quantifizierung
von Virus-RNA in Blutproben standardisierte Techerikdie nur $12 pro Versuchsansatz kosten
[129]. Vorbehaltlich einer prospektiven Validierudgr hier vorgestellten Daten kénnte das be-
schriebene Verfahren dazu dienen, friih postopeRisikopatienten zu identifizieren und diese
gezielter zu Uberwachen und gegebenenfalls immuntatmdisch zu behandeln, um damit dem
Ausbruch einer Sepsis entgegenzuwirken. Verschedamunmodulatorische Verfahren, wie

die Stimulation von Monozyten mit GM-CSF oder IFdighen dabei zur Verfiigung.

Das Studiendesign steht dabei an der Schnittsteilechen Hypothesenfindung und Evaluierung
der klinischen Anwendbarkeit. Sowohl um die pathgalogischen Zusammenhéange genauer
aufzuklaren als auch um die Anwendbarkeit und \Wadlidzu bestatigen, bedirfte es weiterer
Untersuchungen. Auf pathophysiologischer Seite wéhetersuchungen winschenswert, die das
Verhéltnis von Leukozyten-Subpopulationen und dé&NA-Menge der jeweiligen Gene zu
bestimmen. Hier ware eine Kombination der rt-PCR durchflusszytometrischen Verfahren
(FACS) sinnvoll. In diesem Zusammenhang ware awwhHEinfluss und die Kinetik von Zyto-

kin-Plasmaspiegeln auf die Expression bestimmtereGeateressant. Hier ware zu versuchen, die
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Erkenntnisse, die man aus Stimulationsexperimeareisolierten Blutleukozyten gewonnen hat,
auf eine Vollblutprobe zu tbertragen. Um die Weitdwicklung der realtime-PCR in Richtung
einer funktionellen Analyse von Blutproben vorameilden, wéaren Referenzgene, die fur einzel-
ne Subpopulationen spezifisch sind, hilfreich. Bi&eferenzgene muissten dabei konstitutiv in
dem jeweiligen Zelltyp exprimiert werden. So konaes Ausmald von Effekte, die durch die
Verschiebungen im Differentialblutbild entstehen, der Analyse mit bertcksichtigt werden,

ohne ein weiteres Verfahren in den Versuchsaufibshirelen zu missen.

Zur Validierung in der klinischen Praxis wirde sieme prospektive Uberpriifung des ange-
wandten Testverfahrens anbieten. So kénnte nichtlieuBasis, das heil3t die eingeschlossenen
Genexpressionen an einer zweiten Patientenpopuoldtb@rprift werden, sondern man wirde
auch den Effekt der Uberanpassung vermindern ualistischere Werte fiir Sensitivitat und
Spezifitat bestimmen kénnen. Dabei wére ein muitizecher Ansatz zu wahlen, um etwaige
Unterschiede zwischen verschiedenen Labors fesirst Auch kénnte eine prospektive Vali-
dierung mit einer Einschrankung der Anzahl gemess&ene einhergehen, um das Problem des
multiplen Testens, das dem vorgestellten Studidr@auzweifellos innewohnt, zu minimieren.
Die sichere Identifikation von Risikopatienten mdém hier vorgestellten Verfahren kénnte den
Weg freimachen fir eine praemptive Therapie voneR#&n, die postoperativ von einer Sepsis
bedroht sind. Die derzeitige Sepsisforschung stehtder ungelésten Herausforderung, neue
Therapien erfolgreich bei Sepsispatienten einzesetgine frihzeitige Identifikation von Risi-
kopatienten wirde den Beginn einer solchen Therapigglichen, noch ehe die Immundysre-

gulation irreversibel fortgeschritten ist.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Sepsis und assoziierte Erkrankungen wie diev8ah Sepsis und der Septische Schock ge-
horen zu den haufigsten Todesursachen in westlibidrstrienationen. Besonders Polytrauma-
tisierte und Patienten nach groReren chirurgis@iagriffen sind von einer Sepsis bedroht. Die
Inzidenz von Uber 200/100 000 Einwohner und Jahdabei deutlich hoher als die von Volks-
krankheiten wie dem Dickdarm- und dem Bronchialkeom [77]. Ein bedeutender Anteil der
betroffenen Patienten bedarf einer Intensivtherapadurch erhebliche Kosten fur die 6ffentli-

che Gesundheitsversorgung entstehen.

Heute wird die Pathophysiologie der Sepsis vergarads eine Fehlreaktion des Immunsystems,
die, ausgeldst durch eindringende Mikroorganismaerginem gestorten Gleichgewicht pro- und

antiinflammatorischer Mechanismen fiihrt. DabeiemeZeichen einer tberschiel3enden Entzin-
dung gleichzeitig mit einer Immundepression aufpwidetztere ausgepragt und langanhaltend
sein kann. Daraus resultiert eine ineffiziente gerabwehr. Dieser Vorgang kann nicht nur

durch eindringende Mikroorganismen ausgeldst werdendern auch durch sterile Traumata,
Verbrennungen oder eine akute Pankreatitis. Neleenbeteiligten zellularen Bestandteilen der
Wirtsabwehr kommt Botenstoffen wie Zytokinen ungbidmediatoren eine erhebliche Bedeu-

tung zu. Diese Botenstoffe sind nicht nur fur die@dNselwirkung zwischen den Immunzellen

verantwortlich, sie sind auch mafigeblich an Ordaddigungen, die im Verlauf der Sepsis auf-

treten, beteiligt.

Trotz des erweiterten Verstandnisses pathophyssibgr Vorgange im Rahmen der Sepsis sind
bisherige Ansatze einer immunmodulatorischen Theragitgehend erfolglos geblieben. Dies
erklart sich unter anderem durch das Fehlen vamdatdisierten und validierten Instrumenten,
um den aktuellen Immunstatus eines Patienten ass¥h und den Einsatz immunstimulatori-
scher oder -suppressiver Therapien zu steuernerdidrgangenheit wurden verschiedene Ver-
fahren zur Uberwachung der Immunfunktion und Risikechatzung von Patienten entwickelt,
die sich, bis auf die Quantifizierung der monozgtaHLA-DR-Expression (HLA, Human Leu-
kocyte Antigen), in der Klinik allerdings nicht dilnsetzen konnten. Die realtime rt-PCR (rever-
se-transcriptase Polymerase Chain Reaction) siekt neue Technik dar, die in verschiedenen
klinischen Bereichen wie der Quantifizierung deruglast bereits diagnostisch verwendet wird
[130]. In der hier vorgestellten retrospektiven éhstichung an Patienten mit grol3eren allge-
meinchirurgischen Eingriffen wurde die perioperati&xpression von 24 immunologisch rele-

vanten Genen untersucht. 20 Patienten entwick@ltstoperativ eine Sepsis, wahrend aus der
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Gruppe von 209 Patienten mit unkompliziertem Vdr2 Kontrollpatienten mit vergleichbarer
Anamnese (sog. matched-pairs) ausgewahlt wurden.

Postoperativ zeigte sich eine signifikant niedrgexpression der Botenstoffe IL-8, MIP1-a und
IP-10 in beiden Patientengruppen. Zudem waren dudell- und NK-Zellspezifische Gene
(NK-Zellen, Naturliche Killerzellen) postoperatiegnger exprimiert. Die Gruppe von Patienten
mit Sepsis im Verlauf zeigte am ersten postopegatiVag eine signifikant geringere mRNA-
Menge von TNFa, IL-f und CD3 im Vergleich zu den Kontrollpatienten. Basnd auf der
Genexpression und einer logistischen Regressiodevein klinisches Testverfahren entwickelt,
welches Risikopatienten mit einer Spezifitdt undsstevitat von 85% identifizierte.

Die gewonnenen Ergebnisse demonstrieren die Bedlguter postoperativen Immundepression
als Risikofaktor fur eine Sepsis. Unter Anwenduiggeklinisch einfach zu etablierenden Tech-
nik konnten Risikopatienten mit hoher Zuverlassigkech vor Auftreten klinischer Symptome
identifiziert werden. Damit er6ffnet das vorgesteNerfahren die Méglichkeit, Sepsispatienten
praemptiv immunmodulatorisch zu therapieren unditddm hohe Letalitat dieser Erkrankung
zu senken.

Unter der Bedingung einer prospektiven Validierdieg gewonnenen Daten stellt das vorgestell-
te Verfahren eine aussichtsreiche Erweiterung adgebbestehenden diagnostischen Spektrums
dar.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

APACHE Acute Physiology and Chronic Health

ARDS Adult Respiratory Distress Syndrome

ASA American Society of Anaesthesiologists

CARS Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome
CCR3 CC-Motive-Chemokine-Rezeptor 3

CD Cluster of Differentiation

CRP C-reaktives Protein

CXCL CXC —Motive-Chemokine-Ligand

DEPC Diethyl-Pyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
HLA Human Leukocyte Antigen

HPRT Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyl Transferase
IFNg Interferon gamma

IL Interleukin

IP-10 Interferon-inducible Peptide 10

LPS Lipopolysaccharid

MARS Mixed Antagonistic Response Syndrome

MHC Major Histocompatibility Complex

MIP-1a, CCL3 Macrophage Inflammatory Protein-1-alpha

NNT Number-Needed-to-Treat

NPV Negativ Pradiktiver Wert

PCT Procalcitonin

PF4 Platelet Factor 4

PPV Positiv Pradiktiver Wert

RNA Ribonucleic Acid
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ROC Receiver-Operating-Characteristic

rt-PCR Reverse-Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
S100A8 Calgranulin A (S100 calciumbinding Protein A8)
SAPS Simplified Acute Physiology

SIRS Systemic Inflammatory Response

SOFA Sepsis-related Organ Failure Assessment

TCR T-Cell-Receptor

TGFB Transforming Growth Factor beta

TNFa Tumor Nekrose Faktor alpha

TNM Tumor-Node-Metastasis
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