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1. Einleitung

1.1 Das systemische inflammatorische Response-Syndrom: Definitionen

und Begriffsbestimmung

Das systemische inflammatorische Response-Syndrom (systemic inflammatory
response syndrome), kurz SIRS (ICD-10 R65) ist ein Klinischer
Symptomenkomplex infolge einer Entzlindungsreaktion des gesamten Korpers.
Hierbei ist zunachst kein Rickschluss auf die auslésende Ursache moglich und
nodtig, es handelt sich um eine unspezifische Reaktion des Kdrpers und um eine
rein symptomatische Diagnose [1]. Die Ursachen eines SIRS konnen vielfaltig
sein: Mechanische Grinde wie Traumen, grolde Wunden, Verbrennungen, aber
auch chemische Ausléser, endogene Toxine wie bei einer akuten
nekrotisierenden Pankreatitis oder exogene Toxine und Pyrogene die in den
Kreislauf gelangen, immunologische Prozesse und vor allem auch grofe
Operationen kdnnen ein SIRS ausldsen [1]. Ein SIRS hervorgerufen durch eine
Infektion wird als Sepsis bezeichnet.

Das Konzept des SIRS wurde erstmalig 1991 auf der American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference
entworfen als Definition einer generalisierten Entziindungsreaktion [2, 3]. In den
deutschen, fachlibergreifenden S2-Leitlinien wurde das Konzept, der Begriff
und die resultierenden Empfehlungen weitgehend GUbernommen [4, 5]. Ebenso
ubernommen wurde der Begriff in die International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems (ICD-10 R65).

Die oben genannten Leitlinien nennen klinische Kriterien (Symptome) zur
Diagnose eines SIRS diese sind in Tabelle 1 dargestellt. Ein SIRS kann
diagnostiziert werden, wenn zeitgleich mindestens zwei der in der Tabelle
genannten Symptome vorliegen.

Zur Diagnose einer Sepsis muss ein SIRS vorliegen, sowie der klinische oder
mikrobiologische Nachweis eines Infektes erbracht sein. Wichtig in den
genannten Leitlinien ist der Begriff der ,akuten Organdysfunktion“, hierunter
werden eine akute Enzephalopathie, eine Thrombozytopenie, eine Hypoxamie,

eine renale Dysfunktion und eine metabolische Azidose subsummiert.



Tabelle 1: SIRS Kriterien [5]

Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom SIRS (2 2 Kriterien)

Fieber (=38°C) oder Hypothermie (<36 °C)

bestatigt durch eine rektale oder intravasale oder —vesikale Messung

Tachykardie: Herzfrequenz =90 /min

Tachypnoe (Frequenz 220 /min) o. Hyperventilation (PaCO, <4.3 kPa / <33 mmHg)

Leukozytose (212000/mm?®) oder Leukopenie (£4000/mm?®) oder =10 % unreife

Neutrophile im Differentialblutbild

Der zusatzliche Nachweis einer dieser akuten Organdysfunktionen definiert
sodann die schwere Sepsis. Der zusatzliche Nachweis eines systolischen
arteriellen Blutdruckes von <90 mmHg oder eines Mitteldruckes <65 mmHg
ohne Vasopressoren fir mindestens eine Stunde definiert den septischen
Schock.

Fir die vorliegende Studie ist ausschlieRlich die in Tabelle 1 dargestellte SIRS
Definition ausschlaggebend.

Jungst nun wurde der Begriff des SIRS erneut diskutiert: Einerseits wurde auf
die wesentliche prognoserelevante Bedeutung des posttraumatischen, sterilen
SIRS hingewiesen [6, 7], andererseits wurde aber auch diskutiert, dass die
Diagnosekriterien fur klinische Belange zu sensitiv seien, da rund 90 % der
schwer-traumatisierten auf einer Intensivstation SIRS Symptome aufweisen [8].
In diesem Zusammenhang wurden 2016 neue Kriterien fur den Begriff
.septischer Schock” evaluiert und vorgeschlagen, die ganzlich auf den SIRS
Begriff verzichten und das Augenmerk weg von klinischen Symptomen mehr
auf hamodynamische Kriterien und die Laktatazidose verschieben [9]. Es ist
davon auszugehen, dass also der SIRS und Sepsis- Begriff in nachster Zeit
einer Revision unterliegen werden.

Sowohl in der wissenschaftlichen Diskussion als auch in der klinischen

Dokumentation (ICD) und Kommunikation sind aktuell der oben erlauterte SIRS



Begriff gultig, entsprechend findet er auch in dieser Arbeit konsequent

Anwendung.

1.2 Das SIRS im postoperativen Verlauf nach Herzoperationen

Die Entwicklung eines SIRS stellt einen wesentlichen Faktor der Mortalitat und
Morbiditat nach Operationen an der Herz-Lungen-Maschine dar [10, 11]. In
jungeren Studien wird berichtet, dass rund 11 % der Patienten, die sich einer
kardialen Operation unterziehen, ein SIRS entwickeln und diese Patienten
zeigen eine deutlich erhdhte Mortalitdt gegenuber solchen die kein SIRS
entwickeln [12, 13]. Einerseits stellt natlrlich das chirurgische Trauma der
kardialen Operation und die groRe Wundflache einen Ausléser des SIRS dar
[14], andererseits ist auch die extrakorporale Zirkulation (EKZ) der Herz-
Lungen-Maschine ein signifikanter Ausloser eines SIRS: durch den
Fremdoberflachenkontakt kommt es zu einer unspezifischen Aktivierung des
Gerinnungs- und des Immunsystems. Es kommt zur Komplementaktivierung,
zur unspezifischen Leukozytenaktivierung, zur verstarkten Expression von
Adhasionsmolekilen auf Leukozyten sowie zur Freisetzung von freien
Sauerstoffradikalen, Arachnoidonsauremetaboliten, Zytokinen,
plattchenaktivierendem Faktor, Stickstoffmonoxyd aus zirkulierenden Zellen,
aber auch das traumatisiete Myokard selbst ist eine Quelle
proinflammatorischer Zytokine [11, 15-17]. Zuletzt ist auch eine Freisetzung von
Toxinen aus den Fremdmaterialien der EKZ zu nennen [11, 16-18], auch wenn
sie in der heutigen Praxis sicherlich weniger bedeutsam ist. Eine Reihe
therapeutischer Implikationen wurden aus diesen Erkenntnissen abgeleitet [11,
19], jedoch ist es bislang nicht gelungen Tests zu etablieren, die ein SIRS vor
Entwicklung der Klinik prognostizieren kénnen. Insbesondere die Bedeutung
der peri- oder intraoperativen Steroidgabe ist umstritten, in mehreren grof3en
randomisierten placebokontrollierten Studien konnte weder die intraoperative
Dexomethasongabe [20] noch die perioperative Methylprednisolongabe [21] die

Inzidenz des postoperativen SIRS und die 30-Tage Mortalitat reduzieren.



1.3 Probleme in der perioperativen SIRS Diagnostik

Die Prognose des SIRS ist analog der Sepsis abhangig von einer frihzeitigen
und konsequenten Initiierung einer Therapie [22-24]. Somit kommt einer
frihzeitigen und sicheren Diagnose eines SIRS eine grundlegende Bedeutung
zu. Dies ist aber gerade im frihpostperativen Verlauf nach einer Herzoperation
problematisch. Praktisch alle SIRS definierenden Symptome sind zumindest
potentiell durch die perioperative Situation, durch die eigentliche Herzoperation
und vor allem durch pra- und perioperative Medikamentengaben maskiert und
verfalscht: Thermoregulationsprobleme bestehen haufig in der Friihphase nach
Herzoperationen, meist liegt eine relevante Hypothermie vor, wodurch Fieber
maskiert werden kann. Hamodialyse und andere extrakorporale Verfahren
sowie Antiphlogistika maskieren ebenso ein Fieber. Das Symptom einer
Tachykardie ist in der frihpostoperativen Phase auch kaum nutzbar, einerseits
sind die meisten herzkranken Patienten signifikant betablockiert, andererseits
besteht oft eine Tachykardie aufgrund einer Hypovolamie. Drittens wird eine
postoperative Herzfrequenz von 90/min als vorteilhaft angesehen [24] und
daher haufig Uber externe Schrittmachertherapie erzeugt. Die Atemfrequenz
und damit die Tachypnoe und auch der PaCO, als Parameter zur Diagnose
eines SIRS ist generell erst nach Extubation und damit sehr verzdgert zu
verwerten. Die Leukozytose bleibt als einziges Symptom welches zunachst
relativ unbeeinflusst erscheint, dennoch haben eine Mehrzahl der Patienten
auch nach kleineren Operationen erfahrungsgemald eine Leukozytose im
Rahmen des Postaggressionsstoffwechsels, sodass auch dieser Parameter in
der spezifischen Situation nach Herzoperationen als wenig zuverlassig gewertet
werden muss.

Die klassischen Kriterien des SIRS sind auf die spezifische postoperative
Situation nach Herzoperationen also nur schwer anwendbar. Dies findet auch
darin Ausdruck, dass im praktisch- klinischen Alltag der Begriff SIRS haufig
unprazise verwendet wird, namlich dann wenn ein Patient eine Vasoplegie und
damit einen erhdhten Vasopressorenbedarf hat. Dies folgt aus der klinischen
Erfahrung, dass eine unspezifische systemische Entzindungsreaktion der

Vasoplegie zugrunde liegt.



Die bisherige SIRS Definition ist aus Sicht der perioperativen Medizin,
insbesondere der Kardiochirurgie also suboptimal [25, 26]. In der Literatur
finden sich entsprechend auch Vorschlage zur Revision der Kriterien [8, 9].

Aus dieser Situation heraus entsteht die Notwendigkeit zur Etablierung neuer,
zuverlassiger-, und in der perioperativen Situation anwendbarer Marker eines

SIRS die eine frihzeitige Diagnose und Therapie ermoglichen.

1.4 Hypothese und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Aus dem, im vorangegangenen Kapitel Gesagten ist die Rationale und die
Fragestellung flr diese Studie direkt ableitbar: Es sollen Laborparameter
identifiziert werden, die eine frihzeitige-, sichere und unverfalschte Diagnose
eines SIRS abseits der klinischen Symptome im frUhpostoperativen Verlauf

zulassen und damit eine frihzeitige Therapie ermoglichen.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit lautet entsprechend:

Es gibt Laborparameter, die eine frihzeitige Diagnose eines
systemischen Inflammationszustandes, eines SIRS, im Rahmen
der postoperativen Intensivtherapie nach herzchirurgischen

Eingriffen, und damit eine friihzeitige Therapie, ermdglichen.

Diese Hypothese lasst sich weiter spezifizieren hinsichtlich der untersuchten
Parameter. Tabelle 2 zeigt die in dieser Arbeit untersuchten Laborparameter.
Die Auswahl der gezeigten Parameter erfolgte anhand der Literatur bzw. infolge
der Kenntnis, dass diese funktionell in einen inflammatorischen Prozess
eingebunden sind. Ein weiteres, pragmatisches Kriterium fir den Einschluss
0.g. Parameter in die Arbeit war das Vorliegen eines etablierten, validierten und
in unserem Labor praktikablen Messverfahrens fur den jeweiligen Parameter.

Im Folgenden werden die einzelnen in diese Studien inkludierten Biomolekile
vorgestellt und die Rationalen zu ihrem Einschluss wird erlautert. Ebenso

werden die grundsatzlichen Prinzipien zur Analyse erlautert.



Tabelle 2: Potentielle Marker eines SIRS

In dieser Studie untersuchte potentielle Marker eines SIRS

CRP C-reaktives Protein

PCT Procalcitonin

IL1B Interleukin 1 beta

IL2 Interleukin 2

IL6 Interleukin 6

IL8 Interleukin 8

IL10 Interleukin 10

IFN-y Interferon gamma

TNFa Tumornekrosefaktor alpha

TREM-1 Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1
sCD163 Soluble cluster of differenciation 163

ESM-1, Endocan Endothelial-cell specific molecule-1

cfDNA Cell-Free Deoxyribonuleic acid

MAT Stimulierbarkeit der Monozyten im Monozyten-

Aktivierungs-Test (MAT)

1.5 In dieser Arbeit analysierte Plasma-Molekiile als potentielle Marker
eines SIRS

Grundsatzlich wurden in der vorliegenden Arbeit die Konzentrationsverlaufe
verschiedener Plasmaproteine sowie der cell-free DNA im postoperativen
Verlauf nach Herzoperationen bestimmt und hinsichtlich |hrer Wertigkeit zur
Diagnose eines SIRS beurteilt. Im Folgenden werden die neuen, in der
Routinediagnostik bislang noch nicht genutzten Marker vorgestellt und ihre
soweit bekannten Funktionen und ihre Assoziation zu SIRS und Sepsis

erlautert.

Interleukine

Interleukine (IL) sind eine Untergruppe der Zytokine die der interzellularen
Kommunikation des Immunsystems dienen [27]. Chemisch handelt es sich um
Peptidhormone. Zwischenzeitlich sind Uber 30 verschiedene Interleukine
bekannt deren Wirkung auf die verschiedenen Zellen des Immunsystems

hdchst unterschiedlich ist. Inre Namensgebung durch numerische Bezeichnung



erfolgte in der Reihenfolge der Entdeckung und lasst keine Ruckschlisse auf

die Funktion der einzelnen Interleukine zu.

Interleukin 1B (IL1pB)

Interleukin 1B ist an ein hochwirksamer Botenstoff der Inflammation und nimmt
eine zentrale Stellung in der proinflammatorischen Signalkaskade ein. Es wird
hauptsachlich von Blutmonozyten ausgeschuttet und vermittelt unter anderem
das ,homing“ der Granulozyten an den Ort einer lokalisierten Entziindung. Zu
den systemischen Wirkungen des Interleukin 1B gehért die Auslésung von
Fieber, die Auslosung einer Leukozytose, die Ausschuttung der Akute-Phase
Proteine in der Leber sowie die IL6-Ausschittung in anderen Leukozyten. Auch
bewirkt es im Hypothalamus die Ausschittung des Adrenocorticotrophen
Hormones (ACTH) und damit letztlich die Kortisolausschittung in der

Nebennierenrinde [28].

Interleukin 2 (IL2)

Interleukin 2 ist der wesentliche Botenstoff der T-Helferzellen. Es wird
ausgeschuttet, wenn die T-Helferzelle auf einem MHC-II-Molekul ihr Antigen
erkannt hat. Das I[L2 wirkt als proliferationsstimulierender Faktor auf B-
Lymphozyten und natirliche Killerzellen sowie auf die T-Helferzellen selbst [29].
Als eines der wenigen Interleukine die in ihrer rekombinanten Form als
Arzneimittel zugelassen sind wird es als stimulierender Faktor der humoralen
und zelluldren spezifischen |Immunitat in  der Immuntherapie des

Nierenzellkarzinoms eingesetzt.

Interleukin 6 (IL6)

Interleukin 6 wird ahnlich dem Interleukin 13 von Monozyten des peripheren
Blutes sezerniert und ist ein starker Aktivator der Ausschiattung der Akute-
Phase Proteine in der Leber aber auch der Lymphozytenproliferation [30]. Es
vermittelt als Chemokin das ,homing“ der T-Lyphozyten womit es eine wichtige

Schnittstelle zwischen der unspezifischen und spezifischen Immunitat darstellt
[31].



Interleukin 8 (IL8)

Interleukin 8 ist der wesentliche Stimulationsfaktor der neutrophilen
Granulozyten und induziert deren Proliferation, ihre Chemotaxis bzw. ihr
»homing“ zum Ort der Entziindung und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen
durch die Selben [32]. Entsprechend wird IL8 lokal am Ort der Entziindung
durch zirkulierende Monozyten aber auch durch Endothelzellen gebildet und
sezerniert [33]. Neben der Hauptwirkung auf die Granulozyten ist IL8 auch als

Faktor der Angioneogenese bekannt.

Interleukin 10 (IL10)

Interleukin 10 ist ein wesentliches antiinflammatorisches Zytokin, hemmt also
eine Vielzahl von Immunprozessen. So hemmt IL10 z.B. die Sekretion des
proinflammatorischen IL1B, wirkt hemmend auf T-Helfer-1 Lymphozyten [34],
allerdings wirkt es stimulierend auf B-Lymphozyten und ihrer Differenzierung

zur Plasmazelle, ist also ein Promotor der humoralen Immunitat [35].

Interferon gamma (IFN-y)

Interferon gamma wird sezerniert unter anderem von T-Helferzellen ist ein
starker Aktivator der zytotoxischen T-Zell-Antwort, ebenso verstarkt es auf
Makrophagen die Prasentation der MHC-II-Molekile. Letztlich ist IFNy somit ein

starker Promotor der spezifischen Immunantwort [36, 37].

Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)

TNFa wird hauptsachlich von Monozyten und Makrophagen sezerniert. Multiple
lokale wie systemische Wirkungen des Proteo-Hormons sind bekannt:
Systemisch 16st es Fieber aus und wird traditionell als wesentlicher Vermittler
der Kachexie bei chronisch konsumierenden Erkrankungen angesehen. Diese
systemischen Wirkungen sind wesentlich vermittelt durch zerebrale Wirkungen
von TNFa, so verstarkt es die Ausschittung von ACTH und steigert damit den
Kortisolspiegel, wirkt fiebererzeugend und appetitunterdrickend, aufl’erdem

fuhrt es zu einer sekundaren Insulinresistenz. Auch die Wirkungen auf die



Zellen des Immunsystems sind vielfaltig: TNFa ist ein starker Aktivator der
Makrophagen, der Phagozytose und der granulozytaren-, insb. der neutrophilen
Immunantwort. Nicht zuletzt 16st TNFa in Zellen die Apoptose aus [38, 39]. In
der Rheumatologie haben Antikérper gegen TNFa zwischenzeitlich einen festen

Platz in der Therapie der rheumatoiden Arthritis und anderer Erkrankungen [40].

Soluble Human Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1
(SsTREM-1)

Human Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1 (TREM-1) wird auf
der Zellmembran von Granulozyten und peripheren Monozyten exprimiert. Es
steuert unter anderem die Degranulation von neutrophilen Granulozyten [41].
Die Aktivierung des membrangebundenden Rezeptors triggert dartber hinaus
die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, ebenso wird die Transkription
verschiedener proinflammatorischer Membranproteine verstarkt. Im Rahmen
einer Sepsis-Reaktion kommt es zur Steigerung der Plasmakonzentration
|6slichen sTREM-1 (s fur soluble). In mehreren Studien wurde gezeigt, dass
durch erhdhte Plasmaspiegel von sTREM-1 einerseits Sepsispatienten
frihzeitig identifiziert werden konnen, andererseits die Hohe des sTREM-1
Spiegels ein prognostischer Marker hinsichtlich des klinischen Verlaufes, also
der Schwere der Sepsis ist [41-43]. In jingeren Analysen konnte auch gezeigt
werden, dass sTREM-1 den etablierten Parametern CRP (C-reaktives Protein)
und PCT (Procalcitonin) in der Frihdiagnostik der Sepsis Uberlegen ist [42].
sTREM-1 Konzentrationen wurden bislang in einer Studie in SIRS Patienten
untersucht, hier konnte gezeigt werden, dass die sTREM-1 Konzentrationen bei
SIRS zwar erhoht sind, jedoch nicht in gleichem MalRe wie bei der Sepsis.
Allerdings korrelierte die sTREM-1 Konzentration auch im SIRS mit der
klinischen Schwere der Erkrankung [44]. In einer einzelnen Studie korrelierte
der sTREM-1 Spiegel auch mit postoperativen Komplikationen auf
kardiochirurgischen Intensivstationen [45]. Bei den letztgenannten Studien
handelt es sich allerdings um kleine, schlecht kontrollierte Serien, sodass die

abschliellende Beurteilung der Wertigkeit des sTREM-1 in der Diagnostik des



postoperativen SIRS noch nicht abgeschlossen, und vor allem dessen

Beurteilung im Kontext der Herzchirurgie offen ist.

Soluble Cluster of Differentiation 163 (sCD163, Synonym: MACRO163)

Der Oberflachenrezeptor CD163 ist hauptsachlich auf Blutmonozyten und
Makrophagen des peripheren Blutes exprimiert und gehoért zur Scavenger-
Rezeptor Superfamilie [46-49]. Eine besonders hohe Expression von CD163
findet sich auf ,alternativ aktivierten® Makrophagen [48, 50]. Neben der
Beseitigung von Zelldetritus (Scavenger) und Aktivierung der spezifischen
Immunantwort scheinen gerade letztere eine wichtige Rolle in der Dampfung
einer die Entzindungsreaktion zu spielen. CD163 fungiert als Rezeptor fur
Haptoglobin-Hamoglobin-Komplexe [47], ebenso ist CD163 an der Regulierung
der Entziindungsreaktion beteiligt: In der Immunhistologie wird die Anwesenheit
von CD163 mit einer postinfektiosen Erholungsphase und der Rickgang der
Entzindung in Verbindung gebracht [47].

Die l6sliche Form, sCD163 (s fur soluble) wird durch proteolytische Abspaltung
des extrazellularen Anteils von CD163 [51] nach Toll-like Receptor-Aktivierung
generiert. In Folge dessen steigt der Plasmaspiegel von sCD163 bei
entzindlichen Erkrankungen. sCD163 ist im Plasma und auch anderen
Korperflussigkeiten detektierbar [52] und gilt als klinischer Marker einer
Aktivierung und Proliferation von Makrophagen in Entziindungszustanden [47,
48]. Erhdhte sCD163-Spiegel wurden auch im postoperativen Verlauf nach
koronarer Bypass-Chirurgie gemessen und in den Kontext arteriosklerotischer
Erkrankungen gestellt [53, 54]. Erhohte sCD163-Werte wurden auch in der
Sepsis gemessen und am Beispiel der Pneumokokken-Pneumonie konnte
gezeigt werden, dass die Hohe des CD163 Spiegels pradiktiv flr einen letalen
Ausgang ist [50]. In der uns bekannten Literatur findet sich nur eine Studie, die
sCD163-Plasmaspiegel in SIRS und Sepsis Patienten vergleichend analysiert.
In dieser Arbeit wurden in SIRS Patienten zwar absolut erhdhte, aber verglichen
mit der Sepsis doch deutlich geringere sCD163 Werte gemessen. Die
Plasmakonzentrationen in den Sepsispatienten korrelierten mit der Schwere der

Erkrankung [55]. Zusammenfassend gibt es also deutliche Evidenz flr eine
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diagnostische Wertigkeit der sCD163-Plasmakonzentration in der Sepsis, wobei

die Bedeutung des Parameters im SIRS noch weitgehend ungeklart erscheint.

Endothelial-cell specific molecule-1 (ESM-1, Synonym: Endocan)

Endocan, auch bekannt als Endothelzellen-spezifisches Molekul-1 (endothelial-
cell specific molecule-1, ESM-1), wurde urspringlich entdeckt in endothelialen
Zellen der Lungengefalie [56]. Verschiedene Funktionen werden fir Endocan
beschrieben: Endocan bindet das CD11a / CD18 (LFA-1) -Integrin auf
Leukozyten und hemmt seine Bindung an ICAM-1 [57]. Ebenso spielt ESM-1
eine Rolle in der Migration von Endothelzellen [58] und damit auch in der
Tumorbildung und Tumorangioneogenese [59]. Endocan wird von
Endothelzellen auch konstant sezerniert und ins Blut abgegeben. Die
Expression- und auch die Sekretion von Endocan kann durch die
proinfammatorischen Zytokine TNFa und IL1B[60] aber durch bakterielle
Lipopolysaccharide [61] oder durch die angiogenen Faktoren FGF-2 oder VEGF
[62] induziert und gesteigert werden. IFNy [60] und Angiopoetin-1 hingegen
reduzieren die Transkription von Endocan [63]. Neben einigen Berichten die
Endocan mit der Angioneogenese in verschiedenen Tumorentitaten in
Verbindung bringen gibt es vereinzelte Studien die Endocan Spiegel im Plasma
von Pneumonie- und Sepsis-Patienten untersuchten [61, 64, 65]. In diesen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Endocan einerseits als Marker der
Sepsis fungiert, die Spiegelhdhe andererseits mit der Schwere der Erkrankung
korreliert. Arbeiten zu den Plasmaspiegeln von Endocan im SIRS gibt es

unserer Kenntnis nach nicht.

Cell-Free DNA (cfDNA)

Desoxyribonukleinsaure (DNA) befindet sich bekanntermalien im Zellkern
eukaryoter Zellen. Allerdings lasst sich auch im Plasma DNA als freies Molekdl
nachweisen (cell-free DNA, cfDNA). Hierbei handelt es sich um Fragmente
nuklearer DNA, die im Rahmen des Zellunterganges freigesetzt wird.
Insbesondere im Rahmen eines programmierten Zelltods (Apoptose) findet eine

Fragmentation der nuklearen DNA und deren Sekretion statt, aber auch bei der
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Nekrose kommt es zur Freisetzung von DNA. Entsprechend ist es plausibel,
dass in allen Zustédnden erhOhten Zellumsatzes, also insbesondere bei
Tumorerkrankungen und Entzindungen, der Plasmaspiegel an cfDNA ansteigt.
In mehreren Studien wurde die cfDNA auch hinsichtlich ihrer Sequenzierbarkeit
und damit ihrer diagnostischen Nutzbarkeit in der Tumorbiologie und in der
pranatalen Medizin untersucht. In der vorliegenden Studie allerdings wurde die
cfDNA nicht sequenziert, sondern lediglich quantitativ bestimmt. Erhdhte Werte
von cfDNA wurden in Patienten mit verschiedenen Tumorarten nachgewiesen
[66], ebenso wurde die cfDNA als Marker der Sepsis evaluiert. Die
Plasmaspiegel der cfDNA korrelierten mit der schwere des inflammatorischen
Krankheitsbildes, die hochsten Werte fanden sich entsprechend im septischen
Schock [67]. Studien die sich mit dem cfDNA Plasmaspiegel im perioperativen
Verlauf und speziell im postoperativen SIRS beschaftigen sind uns aktuell nicht

bekannt.

Monozytére Anergie und der Monzyten-Aktivierungs-Test (MAT)

Als Pyrogene bezeichnet man Agenzien, die bei parenteraler Verabreichung
Fieber auslésen kénnen, die also im weiteren Sinne eine Immunantwort
hervorrufen kénnen. Diese Eigenschaft kann auf eine Vielzahl von Stoffen
zutreffen - auf Endotoxine gramnegativer Bakterien (Lipopolysacharide, LPS),
aber auch auf Bestandteile grampositiver Bakterien, Viren oder Pilze sowie auf
anorganische Substanzen wie Gummiabrieb, Kunststoffe oder
Metallverbindungen. In der Herstellung und Testung von vor allem intravends
zu verabreichenden Medikamenten spielt natlrlich der Nachweis einer
Pyrogenfreiheit eine grofle Rolle. Klassischerweise wurden Substanzen auf
ihren Pyrogengehalt durch intravendse Verabreichung in Kaninchen und
folgende Koérpertemperaturmessungen getestet. Seit einigen Jahren besteht
nun der Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT) als allgemein akzeptierte und in
den USA und Europa fir die Arzneimitteltestung zugelassener Test [68].
Grundsatzlich werden beim MAT Leukozyten des peripheren Blutes, vor allem
Monozyten in ex-vivo Kultur mit bekannten Endotoxinkonzentrationen (z.B.
Escherichia coli Lipopolysacharid; LPS) stimuliert, in einer weiteren Probe wird

das zu testende Analyt zugegeben. Nach einer entsprechenden Inkubation wird
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letztlich IL1B, IL6 oder TNFa im Uberstand bestimmt. Die Konzentration der
proinflammatorischen Zytokine im Uberstand der zu beurteilenden Probe im
Vergleich zu der im Endotoxinstandard erlaubt eine quantitative Aussage Uber
den Endotoxingehalt der zu testenden Probe [69, 70]. In der vorliegenden
Studie allerdings wurde der MAT in anderer Weise verwendet: es wurde nicht
eine Substanz auf den Gehalt von Pyrogenen untersucht, sondern Ziel der
Untersuchung war die Reaktionsfahigkeit der Patientenmonozyten in SIRS und
kein-SIRS Patienten auf einen definierten Endotoxinreiz im Vergleich
zueinander und im Vergleich zu standardisierten Blutproben. Es ist bekannt,
dass in der Sepsis die Stimulierbarkeit der Monozyten herabgesetzt ist, dass
gewissermalRen ein Zustand der Anergie besteht — das Verhalten der
Monozyten im SIRS ist bislang unbekannt. Diese Anergie sollte letztlich durch
den MAT beobachtet werden [71, 72].
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2. Material und Methoden

2.1 Art der Studie, formale Aspekte und Zustimmung der Ethikkommission

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive
Beobachtungsstudie. Die Patienten wurden nach entsprechender schriftlicher
Aufklarung und Prafung der Ein- und Ausschlusskriterien in die Studie
eingeschlossen. Es wurden Blutproben zur wissenschaftlichen Analyse an
verschiedenen Zeitpunkten des klinischen Aufenthaltes entnommen, asserviert
und spater analysiert. Mit Ausnahme der Blutenthahmen waren keine
diagnostischen oder therapeutischen Prozeduren oder sonstige Interventionen
am Menschen aufgrund der Studie vorgesehen. Auch wurden Kkeine
diagnostischen oder therapeutischen Entscheidungen durch die Studie
beeinflusst. Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Tubingen begutachtet und genehmigt (231/2013/B0O2)
und wurde in Ubereinstimmung mit den Anforderungen der Deklaration von
Helsinki durchgeflhrt. Insgesamt 21 Patienten wurden entsprechend des
Studienprotokolls eingeschlossen, alle gaben nach entsprechender Aufklarung
ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Es waren keine
Prifungen gemal dem Arzneimittelgesetz (AMG) oder Medizinproduktegesetz

(MPG) vorgesehen.

2.2 Patientenrekrutierung, Ein- und Ausschlusskriterien der Studie:

Die Patientenrekrutierung erfolgte in den Monaten August, September und
Oktober 2013. Patienten die sich elektiv in der Klinik fur Thorax-, Herz und
Gefalchirurgie Tubingen zur Durchfihrung einer Herzoperation vorstellten
wurden hinsichtlich der unten genannten Ein- und Ausschlusskriterien (Tabelle
3) gepruft. Waren die genannten Kriterien erflllt, so wurden die Patienten
hinsichtlich der Studie aufgeklart. Gaben sie ihr schriftliches Einverstandnis, so
wurden Sie eingeschlossen und erhielten die genannten Blutentnahmen.
Folgende Ein- und Ausschlusskriterien wurden definiert um eine mdoglichst
homogene Patientenpopulation mit interindividuell vergleichbarem Risiko zu

generieren:
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Tabelle 3: Ein und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:

- Alter 218 Lebensjahre

- Herzoperation unter Einsatz der Herz- Lungen- Maschine
- Elektiver Eingriff

- Zustimmung zur Teilnahme an der Studie

Ausschlusskriterien:

- Alter <18 Lebensjahre

- Notfalleingriff

- Kardiale- bzw. mediastinale Voroperationen, Resternotomie
- Vorliegen einer neoplastischen Erkrankung

- Bestehende Schwangerschaft

- Polytrauma

- Praoperativ akute Infektkonstellation

- Ablehnen einer mdglichen Bluttransfusion

Die Ausschlusskriterien Vorhandensein einer neoplastischen Erkrankung, einer
Infektkonstellation oder eines Polytraumas wurden angewandt, da diese
Nebenerkrankungen wesentlichen Einfluss auf Immunprozesse und damit auf
das Entstehen eines SIRS haben. Notfall- und Revisionseingriffe haben ein
deutlich erhdhtes operatives Risiko. Es wurde sich also bei den genannten

Szenarien um konfundierende Variablen handeln.

2.3 Perioperative Behandlung: chirurgische und anasthesiologische
Verfahren

Alle in diese Studie eingeschlossenen Patienten wurden elektiv zur Operation in
die Thorax-, Herz- und Gefalichirurgie der Universitatsklinik Tudbingen
vierundzwanzig Stunden vor der geplanten Operation aufgenommen. Durch die
Teilnahme an der Studie wurden weder diagnostische noch therapeutische
Entscheidungen und Prozeduren beeinflusst. Lediglich die Blutprobenentnahme
fur die wissenschaftlichen Untersuchungen unterschied die Behandlung der

Studienpatienten von der Behandlung von nicht-Studienpatienten. Alle zum
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Einsatz gekommenen medizinischen Verfahren entsprechen also dem
Standard-Procedere flr elektive Herzoperationen an der THG-Chirurgie
Tubingen. Im Folgenden sei die intra- und perioperative standardmaRige
Behandlung der Patienten Ubersichtsartig skizziert:

Am praoperativen Tag erfolgten die Aufklarung zur Operation sowie unabhangig
hiervon die Aufklarung zur Teilnahme an der Studie. Ebenso erfolgten am
praoperativen Tag noch ausstehende Untersuchungen: Eine Laborentnahme,
ein 12-Kanal-EKG, ein Rontgenthorax, im Alter von >75 Jahren eine native
computertomographische Untersuchung des Thorax zur Identifikation von
aortalem Kalk, sowie eine Carotis-Duplex-Sonographie zum Ausschluss einer
hochgradigen Stenose der Halsschlagader. Im Vorfeld hatten alle Patienten in
der zuweisenden Kardiologie bereits eine Koronarangiographie sowie eine
Echokardiographie erhalten.

Im Falle auftretender Kontraindikationen zur geplanten Operation, zum Beispiel
einer laborchemischen oder klinischen Entziindungskonstellation, einer nicht
adaquaten Gerinnung im Aufnahmelabor oder dem Vorhandensein einer
Carotisstenose wurde die Operation neu terminiert.

Eine Woche vor der Operation pausiert wurde die Medikation mit Marcumar und
neuen oralen Antikoagulatien. Acetylsalicylsaure wurde im Falle einer
koronaren Herzerkrankung bis zur Operation weiter eingenommen. Wenn keine
koronare Herzerkrankung vorlag wurde es mdglichst funf Tage vor der
Operation abgesetzt. ACE-Hemmer (,-Prile“) und AT.-Blocker (,-Sartane®)
sowie Metformin wurden am praoperativen Tag nicht mehr eingenommen um
eine komplikative medikamenteninduzierte Vasoplegie bzw. eine Laktatazidose
zu vermeiden. Betablocker wurden bis zum Operationstag eingenommen. Am
Vorabend der Operation wurde ein leichtes Abendessen eingenommen, ab 0:00
des Operationstages bestand strenge Nichternheit.

Die Narkoseeinleitung und -fuhrung entsprach in allen Fallen dem
Standardprotokoll der Universitatsklinik fir Anasthesiologie und Intensivmedizin
Tubingen. Kurz gesagt erfolgte die Einleitung mit Midazolam, die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mit Sufentanil, Pancuronium und

Sevoflurane. Das intraoperative hamodynamische Monitoring erfolgte
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standardmafig mit einem EKG, einer radialen arteriellen Blutdruckmessung
einer Messung des zentralen Venendruckes (ZVD) Uber die V. jugularis interna
sowie  Uber eine intraoperativ  durchgefuhrte  transoesophageale
Echokardiographie. Zum Hautschnitt der Operation sowie, bei langeren
Operationen nach 4 Stunden wurde eine prophylaktische Antibiotikagabe (2 g
Cefazolin i.v.) durchgefuhrt.

Die herzchirurgischen Operationen erfolgten alle nach den Standard-
Protokollen der Klinik fir Thorax-, Herz- und Gefalichirurgie am
Universitatsklinikum Tldbingen.

Kurz gesagt erfolgte eine mediane Sternotomie. Im Falle von
Bypassoperationen wurde die linke A. thoracica interna in skelettierender
Technik prapariert. Als weitere Bypassgrafts wurde entweder im Folgenden
auch die rechte A. thoracica interna in gleicher Weise prapariert oder die V.
saphena magna wurde vom Unterschenkel in Brlckentechnik oder vom
Oberschenkel in endoskopischer Technik enthommen.

Nach Entnahme der Bypassgefalle erfolgte die systemische Heparingabe zu
einer Activated Clotting Time von >400 sec. Nach Eroéffnung des Perikards und
Hochnahen der Perikardrander erfolgte die Anlage einer doppelten
Kanulierungsnaht im proximalen Aortenbogen sowie die Anlage einer einfachen
Kanulierungsnaht am rechten Vorhof. Es erfolgte die standartmallige
Kanulierung der Aorta sowie die Kanulierung des rechten Vorhofes mit einer
Zweistufen-Kanule. Im Falle einer Mitralklappenoperation erfolgte die selektive
Kanulierung der Vena cava superior und -inferior (bicavale Kanulierung). Auch
erfolgte die Anlage eines retrograden Kardioplegiekatheters in den Sinus
coronarius. Sodann erfolgte der Angang an die extrakorporale Zirkulation.
Erganzt wurde die Konfiguration durch Einbringen eines kombinierten
antegraden Kardioplegie- und Ventkatheters in die Aorta ascendens. Am
entlasteten Herzen erfolgte dann die Inspektion der Koronarien. Nach diesen
Arbeitsschritten wurde an der heruntergefahrenen Herz-Lungen-Maschine die
Aorta geklemmt. Bei Eingriffen an der Aortenklappe wurde in dieser Phase ein
separater Ventkatheter Uber die rechte obere Lungenvene eingelegt, sodann

erfolgte die Gabe von eiskalter Blutkardioplegie nach Buckberg, antegrad sowie
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retrograd und die externe Kiihlung des Herzens durch topische Anwendung von
Eiswasser. Im Falle der Bypassprozeduren erfolgte dann die Praparation und
Anastomosierung der koronaren Zielgefal’e beginnend an der Hinterwand (R.
interventrikularis posterior) tiber die Seitenwand (Aste des R. circumflexus) bis
zur  Vorderwand (R. interventrikularis anterior). Im  Falle der
Aortenklappeneingriffe wurde nach Kardioplegiegabe die Aorta ascendens
horizontal eroffnet. Nach Exposition der Aortenklappe durch komissurale
Hochnahte wurde die Aortenklappe exzidiert und der Aortenklappenring
komplett entkalkt. Nach Grollenbestimmung des Aortenklappenanulus durch
entsprechende Messlehren erfolgte die Einnaht einer Aortenklappenprothese
(in allen Fallen biologisch) in epianularer Technik mit filzarmierten
Einzelknopfnahten. Sodann erfolgte der Verschluss der Aortotomie mittels
klassischer Blalock-Naht. Wahrend der gesamten Aortenklemmzeit wurde alle
20 Minuten Kardioplegie gegeben. Nach Fertigstellung der eigentlichen
kardialen Operation wurde das Herz durch Anstauen und Blahen der Lunge
grundlich entliftet. Dann wurde die Aortenklemme entfernt und damit der
koronare Blutfluss wieder freigegeben. Nach Etablierung des Herzrhythmus
wurde die folgende Reperfusionszeit zur Aufnaht von epimyokardialen
Schrittmacherkabeln genutzt sowie zur Entfernung der Kardioplegie- und
Ventkanulen. Sodann erfolgte der Abgang von der Herzlungenmaschine durch
stetige Reduktion des Maschinenflusses und durch Beflllen der
Kapazitatsgefalte mit Blutvolumen. Der Abgang von der Herzlungenmaschine
wurde Ublicherweise medikamentds durch niedrigdosierte Gabe von Inotropika
(Dobutamin oder Milrinon) unterstutzt. Nach Etablierung des selbststandigen
Kreislaufes erfolgte zunachst die Entfernung der vendsen Kanlle. Nach
Ruckfihrung des Blutvolumens aus der Herzlungenmaschine und
Antagonisierung der Heparinwirkung durch Protamin wurde auch die arterielle
Kanule entfernt. Nach einer grindlichen Blutstillung und Einlage von Drainagen
ins Mediastinum und die eroffneten Pleuren erfolgte der Verschluss des
Sternums mit Drahtcerclagen und der schichtweise Wundverschluss.

Postoperativ wurden die Patienten intubiert und beatmet auf die Intensivstation

verlegt. Direkt nach Aufnahme dort erfolgte die laborchemische-, die

18



rontgenologische- und EKG-Diagnostik. Therapieziel in den ersten 12 Stunden
der Intensivtherapie war die Beendigung der Katecholamintherapie und der
invasiven Beatmung und damit die Extubation. Das hamodynamische
Monitoring hierbei sowie die Volumen- und Katecholamintherapie erfolgten
grundsatzlich nach den gultigen Leitlinien [24]. Kurz gesagt umfasste das
hamodynamische Monitoring auf der Intensivstation in allen Fallen die invasive
Blutdruckmessung und die Messung des ZVD. Im Falle hamodynamischer
Instabilitdt wurde das Monitoring erganzt durch einen Pulmonalarterienkatheter
(Swan-Ganz) zur Messung der pulmonalarteriellen  Dricke, des
Herzzeitvolumens sowie der linksventrikularen Vorlast. Darlber hinaus erfolgte
regelhaft die transthorakale und vor allem transoesophageale
Echokardiographie zur Beurteilung des Volumenstatus, der kardialen
Kontraktilitdt und zum Ausschluss mediastinaler Hamatome. Regelmalige,
mindestens zweistlndliche arterielle und gelegentliche gemischtvendse
Blutgasanalysen erfolgten zur Therapiesteuerung.

Nach Extubation erfolgte Ublicherweise am ersten oder zweiten postoperativen
Tag die Verlegung auf das kardiochirurgische Wachzimmer (,Intermediate Care
Station“) wo die weitere Uberwachung mittels arterieller Blutdruckmessung,
ZVD Messung und regelmaliger Blutgasanalyse moglich war. Am zweiten bis
dritten postoperativen Tag wurden die Patienten dann auf die Normalstation
verlegt. Hier erfolgte die Uberwachung durch regelmaRige klinische Visiten
sowie durch Kontrolle der Laborparameter sowie Rontgen- und EKG Diagnostik
alle zwei bis drei Tage. Dach Abschluss der akutklinischen Betreuung erfolgte
die Verlegung in eine kardiale Rehabilitationsklinik Ublicherweise zwischen dem

7-12 postoperativen Tag.

2.4 Probenaquise, Aufbereitung und Lagerung.

Bei jedem Studienpatienten wurde an den festgelegten Zeitpunkten (Tabelle 4)
Blutproben entnommen.

Jedes Mal wurden den Patienten Blutproben in zwei 5,5 ml K-EDTA (1,6 mg/ml)
Monovetten und zwei 5,5 ml Lithium-Heparin (19 IU/ml) Monovetten (Sarstedt)

entnommen.
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Proben zur Bestimmung der Leukozytenzahl bzw. des Blutbildes (EDTA-
Monovette) und zur Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP) und
Procalcitonins (PCT) (Li-Heparin Monovette) wurden dem Zentrallabor der
Universitatsklinik Tubingen zugefuhrt. Diese Bestimmungen erfolgten also auf
dem gleichen Weg wie die klinische Routinediagnostik. Die jeweils zweite
EDTA- sowie Li-Heparin Monovette wurde im klinischen Forschungslabor der
THG-Chirurgie  Tubingen unter rein  wissenschaftlicher Zielsetzung

weiterverarbeitet.

Tabelle 4: Blutentnahme Zeitpunkte

Blutentnahmezeit

Praoperativ Aufnahmetag
Praoperativ Hautschnitt
Postoperativ Ende der Operation
1. Postoperativer Tag 06:00 Uhr

2. Postoperativer Tag 06:00 Uhr

3. Postoperativer Tag 06:00 Uhr

5. Postoperativer Tag 06:00 Uhr

ggf. 8. Postoperativer Tag  06:00 Uhr

Die Analytik im Forschungslabor der THG Chirurgie erfolgte nicht sogleich,
sondern nach Akquise aller Proben, entsprechend war eine Kryokonservierung
der Proben sowie deren Lagerung notwendig. Zur zellschonenden
Kryokonservierung von Vollblut wurden 4,5 ml heparinisiertes Vollblut unter
sterilen Bedingungen in ein 50 ml Falcon Roéhrchen (BD, Heidelberg,
Deutschland) abgeflllt und 15 min auf Eis akklimatisiert. Danach erfolgte unter
stetigem Schwenken auf Eis die tropfenweise Zugabe von 450 ul
Dimethylsulfoxid (DMSO; CryoSure-DMSO; Firma WAK-Chemie Medical
GmbH) um eine Endkonzentration von 9,1 % DMSO im Blut zu erhalten. 2-ml-
Aliquots, abgeflllt in Cryovials (Sarstedt, Deutschland), wurden in einem
Propan-2-ol-befliliten Gefrierbehalter (Nalgene® Mr. Frosty Freezing Container,

Thermo Fisher Scientific Deutschland) bei -80 °C Gber Nacht eingefroren. Durch

20



das Propan-2-ol ergibt sich eine Kihlrate von -1 °C/min. Am nachsten Tag
wurden die Kryoblutproben in die Gasphase von flissigem Stickstoff umgesetzt
und dort bis zur Verwendung gelagert.

Das EDTA-antikoagulierte Blut wurde zur Plasmaanalyse aufbereitet. Hierbei
wurde das Plasma aus den EDTA-K-Monovetten mittels Zentrifugation bei
2500 g fur 20 Minuten bei 4 °C gewonnen, anschlielend aliquotiert in 200 pl

PortionsgroéfRRen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.5 Klinische Symptome, Untersuchung auf das Vorliegen eines SIRS und

Allokation der Patienten zu einer Studiengruppe

Nach Abschluss der Operation wurden die Patienten hinsichtlich der
Entwicklung von SIRS definierenden Symptomen beobachtet. Kriterien zur
Diagnose eines SIRS waren die Folgenden [1, 2]: Kdérpertemperatur >38 °C
oder <36 °C, Herzfrequenz >90/min, Atemfrequenz >20/min, paCQO2
<32 mmHg, Blutleukozyten >12.000/mm?® oder <4000/mm?. Die Untersuchung
hinsichtlich der genannten Symptome erfolgte direkt nach der Operation sowie
an den postoperativen Tagen jeweils um 06:00 Uhr morgens, also zum
Zeitpunkt der Blutentnahmen flr diese Studie (Tabelle 4).

Nur funf von 21 Patienten (23,8 %) entwickelten die klinischen Zeichen eines
SIRS, entsprechend formierten sie die SIRS Gruppe. Um eine moglichst
strukturgleiche Kontrollgruppe zu generieren wurden aus den verbleibenden 16
Patienten die kein SIRS entwickelt hatten funf ausgewahlt die hinsichtlich Alter,
Geschlecht, Nebenerkrankungen und stattgehabter Operationen vergleichbar

waren (matching). Diese Patienten formierten die kein-SIRS Gruppe.

2.6 Analytische Methoden

Bei allen Studienpatienten der SIRS bzw. kein-SIRS Gruppe erfolgte die
Bestimmung der in Tabelle 2 genannten Parameter.

Die Konzentrationsbestimmung der verschiedenen proteinogenen Analyten
erfolgte mittels immunologischer Methoden, im Falle der Analyse der Zytokine
IL1B, IL2, IL6, IL8, IL10, IFN-y und TNFa erfolgte die Analyse mittels einem

Luminex basierten Multiplex Immunoassay, im Falle der anderen Proteine
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(STREM-1, sCD163 und ESM-1) mit einem ELISA. Der Nachweis der cfDNA
erfolgte mit der PicoGreen Strategie und die Reaktivitat der Monozyten wurde
mit dem Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT) nachgewiesen welcher
grundsatzlich aus der Pyrogen-Analytik stammt.

Im Folgenden werden jeweils zunachst die grundsatzlichen Prinzipien der
analytischen Methoden erlautert und sodann der konkrete praktische Ablauf der

jeweiligen Methode in dieser spezifischen Arbeit detailliert dargelegt.

2.7 Multiplex bead-based Immunoassay zur Zytokinanalyse

Multiplex-Mikropartikel basierte Immunoassays bieten die Moglichkeit in einer
einzelnen Plasmaprobe die Konzentration einer ganzen Reihe von Proteinen
gleichzeitig zu bestimmen [73]. Verschiedene Kits zur Bestimmung
unterschiedlicher Plasmaproteingruppen werden von der Industrie angeboten,
in dieser Arbeit wurden die Plasmakonzentrationen der Interleukine sowie von
IFNy und TNFa auf diese Weise bestimmt. Das grundsatzlicher Prinzip der
Bestimmung ist Folgendes [74]: Analyt-spezifische Antikérper sind auf die
Oberflache farbcodierter Polystyrol-Mikropartikel gebunden. Eine Standardreihe
mit bekannten Konzentrationen der Antigene sowie die zu analysierende Probe
wird mit den Antikérper-Mikropartikeln inkubiert. Durch Waschschritte werden
nicht-antikbrpergebundene Anteile der zu analysierenden Probe entfernt.
Biotinylierte, sekundare Antikdrper, ebenso gegen die zu analysierenden
Antigene gerichtet, werden sodann hinzugefligt. Durch erneute Waschschritte
werden ungebundene Antikdrper erneut entfernt sodass letztendlich nur
Mikropartikel-Antikdrper-Antigen-biotinylierte-Antikorper-Komplexe  verbleiben.
Nach Hinzugabe von Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugaten erfolgt das
Auslesen der Proben in einem Luminex-Analysegerat. Prinzip des Gerates ist
die Messung der Probe im Durchfluss, vergleichbar mit der
Durchflusszytometrie. Jedes farbcodierte Mikropartikel kann letztlich einzeln
erfasst werden. Das Analysegerat beinhaltet zwei Laser, einer entspricht der
Wellenlange der farbcodierten Mikropartikel, der andere dem Phycoeythrin
Signal, welches in direkter Proportion zum gebundenen Analyt steht. Auf diese

Weise konnen in einer Probe mehrere Proteine gleichzeitig (durch die
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Farbcodierung der Mikropartikel) analysiert werden; das heil3t jeder farbcodierte
Mikropartikel wird einzeln gemessen. Bei dem Messverfahren handelt es sich

um eine etablierte und validierte immunologische Methode [75].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen von IL13, IL2, IL6, IL8,
IL10, IFN-y und TNFa mit Hilfe eines kommerziell erworbenen Multiplex-bead-
based Immunassay-Kits (Human High Sensitivity Cytokine Luminex
Performance Assay, R&D Systems) entsprechend den Herstellerangaben
bestimmt:

Nach Vornassen von 96-Well Platten mit Waschpuffer wurden 25 ul/Well des
1:3 verdlnnten Polystyrol-Micropartikel-Cocktails (enthalt ein Gemisch von
farbcodierten Styrol-Micropartikeln mit Antikdrpern jeweils gegen alle zu
analysierenden Antigene) pipettiert. Dazu wurden jeweils entweder 100 pl der
vorbereiteten kommerziell durch den Kit-Hersteller zur Verfligung gestellten
Antigen-Standardreihe, oder die 1:2 mit Calibrator Diluent RD 6-40 verdinnten
zu analysierenden Proben gegeben und mit einer Folie abgedeckt flr 3 h bei
Raumtemperatur (RT) auf einem Orbitalschittler bei 500 Umdrehungen pro
Minute (UpM) inkubiert. Die Inkubation auf dem Orbitalschuttler ist deswegen
wichtig, da hierdurch die Mikropartikel aufgeschwemmt bleiben. Nach dieser
Inkubation erfolgten drei Waschschritte der Wells mit 100 pl Waschpuffer/Well
uber ein angelegtes Vakuum. Fur die Visualisierung der einzelnen Zytokine
erfolgten zwei weitere Inkubationen: zunachst mit 50 pl Biotin-gekoppeltem
Antikorper-Cocktail pro Well fir 1 h bei sowie dann mit 50 ul Streptavidin-PE
Ldsung pro Well fur 30 min bei 500 UpM auf dem Orbitalschittler. Nach jeder
Inkubation erfolgten drei Waschschritte wie oben beschrieben. Am Ende
wurden die gewaschenen Micropartikel in 100 pl Waschpuffer pro Well
aufgenommen und die Fluoreszenzintensititen in einem Bio-Plex® 200 (Bio-
Rad) nach dem genannten Prinzip der Durchflussanalyse gemessen. Die
sieben Analyten konnten gleichzeitig mit folgenden Sensitivitatsgrenzen (Lower
Limit of Quantification, LLOQ) getestet werden: IL1B: 0,34 pg / ml; IL-2: 0,58 pg
/ ml; IL-6: 0,92 pg / ml; IL-8: 0,76 pg / ml; IL-10: 0,47 pg / ml; IFNy: 0,30 pg / ml;
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TNF: 0,78 pg / ml. Die Auswertung erfolgte Uber die Bio-Plex200 (Bio-Rad)

Software.

2.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Messung der

Plasmakonzentrationen von sTREM-1, sCD163 und Endocan

Beim Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) handelt es sich um eine
immunologische Methode zur quantitativen Bestimmung eines definierten
Proteins. Ein monoklonaler Antikdrper gegen das zu bestimmende Protein wird
auf die Oberflache einer 96-Well Mikrotitterplatte gebunden. Das zu
analysierende Plasma sowie eine Verdunnungsreihe mit bekannten
Konzentrationen des zu analysierenden Proteins wird in die Wells
hinzugegeben. Jedes in der Probe vorhandene Zielprotein wird nun durch die
gebundenen Antikorper fixiert. Nach dem Auswaschen jeglicher ungebundener
Molekule wird ein sekundarer biotinylierter monoklonaler Antikérper spezifisch
gegen das zu analysierende Antigen hinzugegeben. Dieser bildet ein Sandwich
mit dem gebundenen Antikérper-Antigen Komplex. Nach einem erneuten
Waschschritt wird zunachst eine Enzymlésung, zunachst Streptavidin-
Horseradish-Peroxydase, und nach einem weiteren Waschschrittritt schlieRlich
die Substratlésung 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugegeben. Die
Oxydation fuhrt zu einer Farbreaktion die in ihrer Intensitat letztlich mit der
Antigenkonzentration korreliert und die spektralphotometrisch gemessen

werden kann.

STREM-1 ELISA

Die loésliche Form des membranstandigen Rezeptors wurde aus
Patientenplasma mit Hilfe des sTREM-1 ELISA Kits (Trillium Diagnostics,
Maine, USA; vertrieben von 1Q-Products, Groningen, Niederlande)
entsprechend Herstellerangaben bestimmt: Die von der Firma bereits mit anti-
TREM-1-Antikdrper beschichteten Mikrotiterplatten wurden zunachst auf
Raumtemperatur gebracht und dann mit 100 pl/Well 1:5 verdunnte
Plasmaproben bzw. Proteinstandard-Verdinnungen (0; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25;
2,5, 5, 10ng/ml sTREM-1) in Doppelbestimmung beflllt und mit
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Selbstklebefolie verschlossen. Nach einer Inkubation von 1 h bei RT auf einem
Orbitalschittler wurden die Wells dreimalig mit 200 yl Waschpuffer pro Well
gespult, 100 pl/Well einer frisch praparierten biotinylierten anti-TREM-1
Antikoérperlésung zugegeben und wiederum fur 1h bei RT auf einem
Orbitalschittler inkubiert. Diese Ldsung wird durch dreimaliges Waschen
entfernt und Streptavidin-gekoppelte Horseradish Peroxidase (100 yl /Well) far
eine Stunde zugegeben. Zum Schluss wurde in die viermalig gewaschene
Platte 100 pl/Well  Substratlésung (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin; TMB)
pipettiert. Die im Dunkeln entwickelte Substratreaktion wurde nach 30 min mit
100 pl/Well 0,2 M H,SO4 abgestoppt und die Absorption der Proben bei 450 nm
und einer Referenzwellenlange von 620 nm gemessen. Nach Abzug der
Referenzwellenlange  (A450-620 nm) erfolgte die  Berechnung der
Konzentrations-Wirkungskurve (iber die Gen5 Software (BioTek®, Bad
Friedrichshall, Deutschland).

SCD163 ELISA

Die Bestimmung des Markers sCD163 in Patientenplasma erfolgte mit dem
MACRO163-ELISA Kit der Firma 1Q Products, Groningen, Niederlande. Dabei
wurden die Proben zunachst in zwei Schritten mit Verdlinnungspuffer auf eine
Endverdinnung von 1:500 gebracht. Ebenso wurde eine sCD163-
Proteinstandard-Verdinnungsreihe mit dem durch den Hersteller mitgelieferten
rekombinanten sCD163 angefertigt (0; 0,40; 0,79; 1,58; 3,16; 6,33; 12,65;
25,30 ng/ml sCD163). Je 100 pl/Well der Standardkonzentrationen sowie der
verdunnten Plasmaproben wurden in Doppelbestimmung auf die Anti-sCD163-
beschichteten Mikrotiterplatten aufgetragen, diese mit Klebefolie versiegelt und
fur 1 h bei RT auf einem Orbitalschuttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
der Platte mit 250 ul Waschpuffer/Well erfolgte eine einstlindige Inkubation mit
100 pl Biotin-gekoppeltem anti-sCD163-Detektionsantikorper pro Well. Diese
Losung wurde ebenso durch dreimaliges Waschen entfernt und die
Streptavidin-gekoppelte Horseradish Peroxidase (100 pl / Well) flr eine Stunde
zugegeben. Vor Zugabe der TMB-Substratlésung (100 ul/Well) wurde die Platte

grundlich (5 Mal) gewaschen, um etwaige Enzym-Reste zu entfernen. Die ca.
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15-minutige Substratinkubation bei Raumtemperatur wurde mit 100 yl 0,2 M
H,SO,4 abgestoppt und bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenzwellenlange
620 nm) im  Spektralphotometer ausgelesen. Nach  Abzug der
Referenzwellenlange (A450-620 nm) erfolgte die Berechnung der Konzentration
(iber die Gen5 Software (BioTek®, Bad Friedrichshall, Deutschland).

Endocan ELISA

Die Bestimmung der Endocan Konzentrationen erfolgte mit dem Human ESM-1
ELISA (IQ Products, Groningen, Niederlande) entsprechend den
Herstellerangaben. Aufgrund der erwarteten unterschiedlichen Endocan
Proteinkonzentrationen bei SIRS und kein-SIRS, wurden die Proben der kein-
SIRS Kontrollen 1:2 mit ELISA-Puffer verdunnt, die der SIRS Patienten
hingegen 1:6. In Doppelbestimmungen wurden dann je 100 ul verdinnte
Patientenprobe bzw. die durch den Hersteller zur Verfugung gestellte Endocan-
Proteinstandardverdinnung (0; 0,156; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 ng/mi
Endocan) auf die akklimatisierte mit anti-ESM-1 vorbeschichtete 96-Well-
ELISA-Platte aufgetragen. Nach einer dynamischen Inkubation fir 1 h bei
Raumtemperatur und dreimaligem Waschen der Platte mit 250 ul Waschpuffer
pro Well folgte eine einstliindige dynamische Inkubation mit dem biotinylierten
anti-ESM-1-Detektionsantikorper (100 pl/Well). Diese Lésung wurde durch
dreimaliges Waschen von der Platte entfernt und die Visualisierung mittels
Streptavidin-gekoppelter Horseradish-Peroxidase (HRP; 100 pl/Well)
eingeleitet. Uberschiissige Enzymldsung konnte wiederum nach 30 min durch
dreimaliges Waschen der Platte entfernt werden und nach Zugabe der
farblosen TMB-Substratlosung (100 ul/Well) startete die Farbentwicklung. Diese
wurde nach ca. 10 Minuten mit 50 yl 1 M H,SO,4 abgestoppt und die gelbliche
Farbung bei 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 630 nm im
Spektralphotometer ausgelesen. Nach Abzug der Referenzwellenlange (A450-
630 nm) erfolgte die Berechnung der Konzentration tber die Gen5 Software
(BioTek®, Bad Friedrichshall, Deutschland).
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2.9 PicoGreen Strategie zum Nachweis der cfDNA

PicoGreen® ist ein Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff der in der Molekularbiologie
zum Nachweis doppelstrangiger DNA genutzt wird [76]. Ahnliche Farbstoffe
sind SYBR Green | (DNA) SYBR Green |l (RNA) unter mehreren Anderen.
PicoGreen bindet an doppelstrangige DNA. Der daraus resultierende
Fluoreszenz-Farbstoff-DNA-Komplex absorbiert Licht bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und emittiert Licht mit einer Wellenlange
von 530nm. Das Fluoreszenzsignal der Probe ist proportional zur
Konzentration der doppelstrangigen DNA und kann mittels eines Fluoreszenz-
Plattenlesegerat detektiert werden. Bei der Strategie handelt es sich um ein

Standardverfahren zur Quantifizierung der cell free DNA [67].

Die Bestimmung der cfDNA in dieser Arbeit erfolgte nach der PicoGreen
Strategie mit einem kommerziell verfigbaren cfDNA Quantifizierungs Kit
(cfDNA-Quant Kit, Trillium Diagnostocs, Maine, USA), entsprechend den
Herstellerangaben: Dazu wurden die Plasmaproben mit Verdinnungspuffer 1:5
verdinnt und 50 ul dieser Proben und der zuvor praparierten, vom Hersteller
gelieferten cfDNA-Standardreihe (0; 15,28; 25,47; 42,45; 70,76; 117,9; 196,5;
327,6; 546,0 ng/ml) in Doppelbestimmungen in schwarze 96-Well-
Mikrotiterplatten gegeben. Zu den Proben und Standards wurden 150 pl frisch
angesetzte PicoGreen Detektionslosung gegeben, fir 15 min im Dunkeln
inkubiert und die  Fluoreszenzintensitdt der Ldésung mit einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von
530 nm in einem Fluoreszenz-Plattenlesegerat (LB940, Mithras, Bad Wildbad,
Deutschland) detektiert. Das Mitfhren einer mit definierter cfDNA-
Konzentration versetzten Plasma Probe garantierte die Genauigkeit des
Testverfahrens. Die Auswertung der Daten und letztlich die Umrechnung der
relativen Fluoreszenzen in cfDNA Plasmakonzentrationen erfolgte Uber die vom

Hersteller mitgelieferte Auswertevorlage (cfDNA-Quant-Analysis Template).
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2.10 Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT)

Die Reaktivitat des Patientenblutes auf inflammatorische bzw. pyrogene Stimuli
wurde mit Hilfe des Monozyten-Aktivierungs-Tests (MAT) erfasst. Hierbei
handelt es sich um einen etablierten und validierten Test, welcher die ex-vivo
Stimulation vitaler weil3er Blutzellen mit definierten Mengen Endotoxin und die
folgende Bestimmung der Produktion des pro-inflammatorischen Zytokins
Interleukin 1B mittels ELISA vorsieht. Ublicherweise dient der Test zum
Nachweis von Pyrogenen bzw. zum Nachweis der Pyrogenfreiheit von
Fllissigkeiten zur i.v. Applikation. In dieser Studie wurde mittels des Tests
jedoch die Reaktivitat bzw. die Anergie der Patienten-Monozyten im Vergleich
zu Standard-Blutproben getestet.

Zur Durchfihrung des Tests wurde das Kit PyroDetect System (Merck Millipore,
Deutschland) verwendet. Als Kontrolle wurde bei jeder Analyse neben
Patientenblut auch eine standardisierte kommerziell erworbene Blutprobe,
PyroDetect Cryoblood (Merck Millipore, Deutschland) mit stimuliert, um eine
valide und konsistente Testdurchfuhrung gewahrleisten zu kdénnen. Ebenso
diente das Protokoll des PyroDetect Systems als Vorlage fur die

Versuchsdurchfihrung mit Patientenblut.

Das kryokonservierte Patientenblut wurde durch 90 Sekunden langes
Schwenken in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und direkt im
Verhaltnis 1:5 mit Zellkulturmedium (RPMI 1640, Biochrom AG, Berlin,
Deutschland) verdunnt. Mit dem PyroDetect Cryoblood wurde in derselben
Weise verfahren.

Die Endotoxinstimmulation erfolgte mit definierten Konzentrationen von
Escherichia coli 0113: H10: K-Endotoxin (WHO 3™ International Endotoxin
Standard, Code 10/178, NIBSC, UK). Die Verdunnung des Endotoxinstandards
erfolgte mit pyrogenfreiem Wasser (Charles River, Boston, USA) zunachst auf
die Konzentrationen 1,25; 2,5; 5; 10; 20 Endotoxin Units (EU)/ml. Zwischen den
Verdinnungsstufen wurden die Losungen jeweils 1 min durchmischt (Vortex)
um eine gleichmalige Micellenverteilung und -grofle zu gewahrleisten. Eine

weitere  Verdunnung (1:10) der Endotoxinlésungen erfolgte  mit
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Zellkulturmedium  (RPMI 1640) auf die Endkonzentrationen des
Endotoxinstandards von 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 EU/ml. Final wurden die
Endotoxinstandards 1:2 mit Medium verdunnt.

Jeweils 40 pl dieser Mischungen wurden in Doppelbestimmung auf 96-Well-
Mikrotiterplatten (Cellstar® 96 Well Plates, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) aufgetragen. Jeweils 200 pl des vorbehandelten
und verdinnten Patientenkryobluts wurden pro Well zu den einzelnen
Endotoxinverdiinnungen gegeben, durch Bewegung der Platte gemischt und
anschlieBend fur 8 Stunden bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Nach dieser
Stimulierungsphase wurden die Platten mit Klebefolie versiegelt und bis zur

Analyse bei -20 °C eingefroren.

Die Bestimmung von IL13 im Rahmen des MAT erfolgte ebenso nach dem
Prinzip des ELISA. Die stimulierten Kryoblutproben wurden nach dem Auftauen
bei Raumtemperatur durch Pipettieren gut gemischt und je 100 pl auf eine
vorbeschichtete (4 ug/ml anti-human IL18 MAB601, Bio-Techne, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) und geblockte (1 % bovines Serumalbumin in PBS)
96-Well-Mikrotiterplatte aufgetragen. Zur Quantifizierung des IL13 Levels wurde
eine IL1B-Proteinstandardreihe (0; 7,813; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500;
1000; 2000 pg/ml) auf den Platten mitgefihrt. Nach einer zweistindigen
statischen Inkubation bei RT und dreimaligem Waschen der Platten mit
250 ul/Well Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS) konnten 50 pl/Well des
biotinylierten Detektionsantikérpers (200 ng/ml anti-human IL138 BAF201)
zugegeben werden, der wiederum fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde.
Nach erneutem Waschen wurden 100 pl/Well der Enzymldésung (Streptavidin-
HRP) flr 30 min zugegeben. Die Flussigkeit wurde erneut verworfen und die
Platte gewaschen. Anschliel3end wurden 100 pl/Well TMB-Substratlésung in die
Platte pipettiert und bei Raumtemperatur im Dunkeln flr 12 min inkubiert. Der
blaue Farbstoff entsteht aufgrund der Spaltung des TMB-Substrates durch das
Enzym HRP unter Verbrauch von Wasserstoffperoxid. Der blaue Farbstoff ist
somit proportional zu der gebundenen Zytokinkonzentration. Das Abstoppen
der TMB-Farbreaktion erfolgte mit 50 yl 1 M H,SO4. Die Intensitat der nach dem
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Abstoppen entstandenen Gelbfarbung konnte durch photometrische Messung
bei 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 630 nm als Endpunkt Assay
bestimmt werden. Nach Abzug der Referenzwellenlange (A450-630 nm)
erfolgte die Berechnung der Konzentrations-Wirkungskurve Uber die Gen5
Software (BioTek®, Bad Friedrichshall, Deutschland).

2.11 Konzentrationsberechnungen der spektralphotometrisch analysierten

Proben

Die Auswertung aller nach dem Prinzip des Sandwich-ELISA durchgeflhrten
Proteinbestimmungen in dieser Arbeit erfolgte letzten Endes nach der Strategie
der 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin — Horseradishperoxydase — Reaktion, und
mittels spektralphotometrischer Messung. Alle mit Hilfe des
Spektralphotometers (Eon, BioTek) gemessenen Absorptionen wurden uber
eine 4-Parameterfunktion innerhalb der Gen5 Software (BioTek) in
Proteinkonzentrationen umgerechnet. Dazu erfolgte zunachst der Abzug einer
Nullwertprobe (Blank) von allen gemessenen Absorptionen. Nach Bildung der
Differenz mit der Referenzwellenlange, wurden die ermittelten Werte nun Uber
mitgeflhrte Protein-Standardkurven auf die jeweiligen Proteinkonzentrationen

umgerechnet.

4-Parameterformel:
a—d

a = Absorption bei Konzentration = 0 (theoretisch)

b = Steigung der Kurve am Wendepunkt

¢ = Wert von x am Wendepunkt

d = Absorption bei Konzentration unendlich (theoretisch)
x = Proteinkonzentration in der zu analysierenden Probe
y = Absorption der zu analysierenden Probe

Die so ermittelte Proteinkonzentration der verschiedenen Analyten wurde
abschlieRend mit dem Verdunnungsfaktor der Proben multipliziert um die

Konzentration in der Ausgangsprobe zu erhalten.
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Aufgrund von naturlichen biologischen Schwankungen der einzelnen Parameter
wurde bei jedem Patienten der Ausgangswert am Aufnahmetag als
Normierungswert verwendet (=1). So konnten die Konzentrationsanderungen
(n-fach) zum Ausgangswert erfasst und miteinander verglichen werden. Die
Konzentrationsanderungen wurden uber die Formel:

Konzentration an Zeitpunkt x

n — fache Konzentrationsanderung = Konzentration am Aufnahmetag

berechnet.

2.12 Statistische Analysen

Die durch die zuvor erlauterten laborchemischen Untersuchungen gewonnenen
Datensatze wurden mittels geeigneter Software (GraphPad Prism Software
Version 5.01, GraphPad Software Inc., USA) statistisch aufbereitet und grafisch
dargestellt. Als Lageparameter kam der arithmetische Mittelwert, als
Streuungsparameter die Standardabweichung zum Einsatz. Die graphische
Darstellung der Messwerte erfolgte mit Streudiagrammen (Dot-Plots) was
aufgrund der kleinen Gruppengrofe von 5 Patienten je Gruppe praktikabel war.
Somit sind die primaren Messwerte der einzelnen Probanden in den Grafiken
abzulesen. Ebenso graphisch dargestellt sind der Mittelwert sowie der
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM) der die Standardabweichung

auf die Gruppengrolle bezieht.

Aufgrund der kleinen StichprobengroRe von 5 Probanden pro Gruppe kamen
als inferenzstatistische Methoden nicht-parametrische Tests zur Anwendung.
Zunachst wurden alle Messwerte in beiden Gruppen (SIRS und kein-SIRS) zu
allen Messzeitpunkten verglichen, dies geschah mittels des nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis Tests. Bei signifikanten Unterschieden im
Datensatz kam im Rahmen einer Post-hoc Analyse fir ausgewahlte Datensatze
Dunn’s Multiple comparison post-hoc Test bzw. beim Vergleich zweier
Verteilungen der Mann-Whitney U-Test zum Einsatz. In der statistischen
Auswertung wurden Werte von p < 0,05 als signifikant und Werte von p > 0,05

aquivalent als nicht signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographie und Strukturgleichheit der Studiengruppen

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Biomarker, fur die eine
Verbindung zu einem SIRS wahrscheinlich erscheint, in Patienten im
perioperativen Verlauf um eine Herzoperation herum untersucht.

Eine Gesamtzahl von 21 Patienten wurde nach entsprechender Aufklarung
prospektiv in die Studie eingeschlossen und evaluiert. Von allen 21 Patienten
wurde der gesamte Satz an Proben an allen acht Messzeitpunkten asserviert.
Tabelle 5 =zeigt die Demographie, die Koérpermalle sowie OP- und
Hospitalisationsdauer der Patienten. Das Patientenkollektiv stellt eine typische
Stichprobe kardiochirurgischer Patienten mit einer deutlichen Mehrzahl
mannlicher Patienten und einem Durchschnittsalter von knapp 70 Jahren dar.
Von den genannten 21 Patienten entwickelten nur funf im postoperativen
Verlauf ein SIRS entsprechend den oben genannten Kriterien. Aus den
verbleibenden 16 Patienten, die postoperativ kein SIRS entwickelten, wurden
funf Patienten ausgewahlt die eine vergleichbare Verteilung der Demographie,
der Nebenerkrankungen sowie der Operationsdauer aufwiesen. Diese bildeten

die Kontrollgruppe die im Weiteren als kein-SIRS Gruppe bezeichnet wird.

Tabelle 3: Demographische Daten der Gesamtkohorte

Demographische Daten

n= 21

Alter (Jahre) 69,8+ 10,6
Geschlecht (mannlich / weiblich) 19/2
Grolke (cm) 172,2+5,6
Gewicht (kg) 81,8 +14,3
Hospitalisationsdauer (Tage) 15,4 £ 10,7
Operationsdauer (min) 251,5 £ 55,3
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Tabelle 4: Demographie und Komorbiditéaten der kein-SIRS und SIRS Gruppe

kein-SIRS SIRS
Demographie
n= 5 5 (4; ein Pat. verstarb an Tag 2)
Alter (Jahre) 69,8 £ 10,6 61,4 +15,9
Geschlecht (mannlich / weiblich) 3/2 5/0
GroRe (cm) 172,21+ 5,6 1722+ 5,4
Gewicht (kg) 81,8+ 14,3 96,0 £ 19,9
Hospitalisationsdauer (Tage) 10,0+ 2,9 29578
Operationsdauer (min) 249,0 £ 75,1 284.,6 + 56,1
Komorbiditaten
Adipositas BMI 225-<30 20 % 60 %
BMI 230-<35 20% 20% 20 % 20 %
BMI >235-<40 20% 20 % 0%
BMI 240 0% 20 %
Diabetes mellitus Typ 1 0% 20 %
Diabetes mellitus Typ 2 20 % 0%
Arterielle Hypertension 40 % 60 %
Hyperlipidamie 20 % 60 %
Arterielle Verschlusserkrankung 20 % 0%
Chronisch obstructive 0% 20 %
Lungenerkrankung
Steatosis hepatis 0% 20 %
Operationen
Koronararterielle Bypassoperation 40 % 100 %
Aortenklappenersatz 20 % 0%
Mitralklappenrekonstruktion 40 % 0%

Tabelle 6 zeigt die Demographie, die Nebenerkrankungen und die
stattgehabten Operationen der kein-SIRS und der SIRS Gruppe. Die Patienten
der kein-SIRS Gruppe sind mit einem Alter von durchschnittlich 69,8 Jahren
rund neun Jahre alter als die Patienten der SIRS Gruppe, die im Mittel 61,4
Jahre alt waren. Die SIRS Gruppe bestand nur aus Mannern wahrend die kein-

SIRS Gruppe zwei Frauen enthielt. Das Korpergewicht lag in der kein-SIRS
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Gruppe mit durchschnittlich 81,8 kg unter dem der SIRS Gruppe (96,0 kg), die
Verteilung der Grad-Auspragungen der Adipositas ist ebenso in Tabelle 6
gezeigt. Beide Gruppen enthielten eine vergleichbare Anzahl von Patienten die
an einem Diabetes bzw. einem arteriellen Hypertonus litten. Die SIRS Gruppe
bestand ganzlich aus Patienten die sich lediglich einer koronararteriellen
Bypassoperation unterzogen wohingegen die Patienten der kein-SIRS Gruppe
auch Klappenoperationen erhielten.

Trotz der genannten unvermeidbaren Differenzen der Gruppen bestanden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, sodass Vergleichbarkeit
angenommen werden kann.

Ein nennenswerter Unterschied zwischen den beiden Gruppen kein-SIRS und
SIRS bestand in der Hospitalisationsdauer: wahrend Patienten der kein-SIRS
Gruppe im Mittelwert 10,0 Tage hospitalisiert waren so bleiben SIRS Patienten
im Durchschnitt 29,5 Tage in stationarer Behandlung im Akutkrankenhaus.

Dieser Unterschied war im Mann-Whitney-U Test signifikant (p<0,05).

3.2 Klinische Symptome und postoperativer Verlauf: Die SIRS
definierenden Parameter Korpertemperatur, Tachykardie, Tachypnoe,

Kohlendioxydpartialdruck und Leukozytenzahl

Die Auspragung der SIRS definierenden Symptome wurden in allen Patienten
zu allen Kontrollzeitpunkten erhoben. Das Vorhandensein zweier oder mehr der
SIRS Symptome triggerten die Zugehdrigkeit eines prospektiv untersuchten
Patienten zur SIRS Gruppe.

Abbildung 1 zeigt das Auftreten von Korpertemperaturen >38 °C in der kein-
SIRS und SIRS Gruppe. In der kein-SIRS Gruppe traten Temperaturen >38 °C
bei nur einem Individuum an nur einem Untersuchungstag (3. Postoperativer
Tag) auf. In der SIRS Gruppe hingegen hatten zwei Individuen bereits am
ersten postoperativen Tag Temperaturen >38 °C, auch an den weiteren
postoperativen Tagen traten bei diesen Personen erhdohte Temperaturen auf.
Die Verteilungen der Korpertemperatur zwischen der kein-SIRS und der SIRS

Gruppe unterschieden sich am flinften postoperativen Tag signifikant.
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Abbildung 1: Kérpertemperatur in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt
werden die einzelnen Temperaturwerte jedes Patienten, sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im Kruskal-Wallis
mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc Test; grau hinterlegt: Normbereich,
der nicht fiir SIRS steht.

Neben Korpertemperaturen >38 °C gehort eine Tachykardie von >90/min zu
den SIRS definierenden Symptomen. Tachykardie ist ein haufiges Symptom
nach operativen Eingriffen am Herzen. In der kein-SIRS Gruppe traten bereits
bei Ende des operativen Eingriffs bei 3 Patienten relevante Tachykardien auf —
und auch an den postoperariven Tagen 2, 3, und 5 bestanden bei einem
Patienten tachykarde Frequenzen (Abbildung 2). Signifikante Unterschiede in
der Haufigkeit des Auftretens einer Tachykardie bestanden in der kein-SIRS
Gruppe allerdings weder im Vergleich der Zeitpunkte praoperativ zu

postoperativ noch zwischen den postoperativen Tagen.
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Abbildung 2: Herzfrequenz in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt werden
die einzelnen Werte jedes Patienten sowie Mittelwert und Standardfehler
(standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im Kruskal-Wallis mit Dunn’s

Multiple Comparison post hoc Test; gestrichelte Linie: Grenzwert.

In der SIRS Gruppe war das Symptom Tachykardie deutlich starker ausgepragt:
Bereits am Ende der Operation hatten 4 von 5 Patienten Herzfrequenzen von
>90/min, am ersten und dritten postoperativen Tag hatten sogar alle Patienten
eine Herzfrequenz von >90/min. Somit bestand ein signifikanter (p<0,05)
Unterschied zwischen der praoperativen Auspragung des Merkmals
Tachykardie und der entsprechenden Auspragung an den postoperativen
Tagen 1, 2 und 3. Die Tachykardie ist somit das Symptom mit der grofiten

Konstanz zwischen den Patienten in unserer SIRS Gruppe.

Die Tachypnoe als weiterer klinischer Marker eines SIRS mit dem Grenzwert
einer Atemfrequenz von >20/min (Abbildung 3) war in der kein-SIRS Gruppe zu
keinem Zeitpunkt bei keinem Patienten auffallig, ein einziger Patient zeigte am
postoperativen Tag 2 mit exakt 20/min eine grenzwertige Atemfrequenz. In der

SIRS Gruppe hingegen fanden sich an den postoperativen Tagen 1, 2 und 8
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mindestens zwei, am postoperativen Tag 5 ein Patient mit einer relevanten

Tachypnoe.
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Abbildung 3: Atemfrequenz in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt werden
die Frequenzen jedes Patienten sowie der Mittelwert und Standardfehler
(standard error oft the mean, SEM) innerhalb der Gruppe,; gestrichelte Linie:

Grenzwert.

Zum Teil war die Tachypnoe mit Atemfrequenzen >25/min sogar sehr deutlich
ausgepragt. Statistische Signifikanz erreichten die Unterschiede in den
Atemfrequenzen zwischen den Testzeitpunkten innerhalb der SIRS Gruppe

allerdings nicht.

Der arterielle Kohlendioxyd Partialdruck (PaCOQO.) stellt einen Parameter dar,
der physiologisch eng mit der Atemfrequenz bzw. mit dem Atemzeitvolumen in
Zusammenhang steht (Abbildung 4), die Unterschreitung des Grenzwertes von
<32 mmHg stellt einen Parameter der Hyperventilation dar. In der kein-SIRS
Gruppe war der Parameter zu jedem Zeitpunkt bei allen Patienten unauffallig,

ein Patient zeigte durchgehend grenzwertig hohe PaCO; von rund 50 mmHg.
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Auch in der SIRS Gruppe gab es keine signifikant auffalligen Werte: lediglich
bei einem Patienten war der PaCO, Tag der Aufnahme sowie am

postoperativen Tag 8 relevant erniedrigt.
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Abbildung 4: CO, Partialdruck in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt
werden die relevanten Werte nach Ende der Operation sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); gestrichelte Linie:

Grenzwert.

Eine Leukozytose von >12.000/ml oder eine Leukopenie von <4.000/ml gehort
einerseits zu den SIRS definierenden Kriterien, andererseits ist sie ein recht
haufiges Symptom im Rahmen des Postaggressionsstoffwechsels nach
Herzoperationen.

In der kein-SIRS Gruppe hatten bei Ende des chirurgischen Eingriffs zwei aus
funf — und an den postoperativen Tagen 1, 2, 3 und 8 immer mindestens einer
aus funf Patienten eine entsprechende Leukozytose. In der SIRS Gruppe
hingegen zeigte die Mehrzahl der Patienten eine relevante Leukozytose
>12.000, bei Ende des Eingriffs sowie an den postoperativen Tagen 1 und 2

jeweils drei aus funf Patienten (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Leukozyten in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt werden
die Leukozytenwerte jedes inkludierten Patienten sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); grau hinterlegt:
Normbereich.

3.3 Postoperativer Konzentrationsverlauf etablierter Marker fiir

Inflammation: C-reaktives Protein und Procalcitonin.

Neben einer Leukozytose oder Leukopenie existieren  weitere
Entzindungsparameter die in der routinemalfigen klinischen Labordiagnostik
etabliert sind. Die beiden wesentlichen Werte hier sind die Serumproteine C-
reaktives Protein (CRP) und Procalcitonin (PRC). Zwar sind diese anders als
die Leukozytenzahl nicht per definitionem mit einem SIRS korreliert, dennoch
steigen die Werte bekanntermallen in der Sepsis und auch in anderen
Zustanden der Inflammation sowie im Postagressionsstoffwechsel an. Beide
reagieren erfahrungsgemald sehr sensitiv auf den unspezifischen Reiz der
Operation.

Dementsprechend findet sich in der kein-SIRS Gruppe an allen postoperativen

Tagen in allen Patienten eine deutliche Erhéhung des CRP (Abbildung 6).
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Abbildung 6: C-reaktives Protein in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt
werden die CRP Plasmakonzentrationen jedes Patienten sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im Kruskal-Wallis

mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc Test; gestrichelte Line: Grenzwert.

Dasselbe gilt fur die SIRS Gruppe, bei allen Patienten wurden an allen
postoperativen Tagen erhdohte Werte gemessen. Die postoperative CRP
Erhdhung ist im Falle der kein-SIRS Gruppe am vierten postoperativen Tag, in

der SIRS Gruppe am dritten postoperativen Tag signifikant (p<0,05).

Qualitativ ahnlich wenn auch quantitativ weniger stark ausgepragt verhielt sich
der Konzentrationsverlauf im Falle des Procalcitonins (PCT): Insbesondere in
den ersten 3 postoperativen Tagen war der Wert in allen Patienten sowohl der
SIRS wie auch der kein-SIRS Gruppe erhéht (Abbildung 7). Im Vergleich zum
praoperativen Wert ist am ersten postoperativen Tag sowohl in der SIRS als
auch in der kein-SIRS Gruppe ein signifikant (p<0,05) héherer Wert zu messen.
In der SIRS Gruppe waren sowohl die Maximalwerte sowie auch die Mittelwerte

der PRC Konzentrationen deutlich hdéher ausgepragt, an den postoperativen
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Tagen 1 und 2 waren die PRC Konzentrationen in der SIRS Gruppe im Mittel
dreifach hoher als in der kein-SIRS Gruppe. Sowohl beim CRP wie auch beim

PCT fallt eine ausgesprochen grofe interindividuelle Streubreite der in beiden

Gruppen auf.

Procalcitonin

10 4 %
8+ °
E . . M
n —
+ 44 ° o
=
E - d .
B [ €L
2 201 1
T ° °
O 1.0- °
0.5-
oow_.-_‘--."_-!_ - - --:---'-_ --i-ﬁ
T e 2 2 - & ® v o ©o £ B +* & © © w©
£ c © £ c ©
§ 5 5 § £ £
£ £ § Tage nach Operation £ 2 3 Tage nach Operation
T i 2 s T

kein SIRS SIRS

Abbildung 7: Procalcitonin in der kein-SIRS und SIRS Gruppe. Gezeigt werden
die Procalcitonin Plasmakonzentrationen jedes inkludierten Patienten sowie
Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im

Kruskal-Wallis mit Dunn's Multiple Comparison post hoc Test; gestrichelte Line:
Grenzwert.

3.4 Zytokine in der kein-SIRS und SIRS Gruppe: IL1B, IL2, IL6, IL8, IL10
und TNFa und IFNy

In der vorliegenden Arbeit analysierten wir die Plasmakonzentrationen der
Zytokine IL1B, L2, IL6, IL8, IL10, TNFo wund |IFNy an allen
Beobachtungszeitpunkten in der kein-SIRS und SIRS Gruppe.

Abbildung 8 zeigt den Verlauf der absoluten Konzentrationen von IL1B in
beiden Gruppen. Es zeigt sich insbesondere in der nonSIRS Gruppe schon
praoperativ eine grofde interindividuelle Streubreite der IL13 Konzentration

welche sich Uber die postoperativen Tage fortsetzte: Ein Patient hatte
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durchgehend relevant erhohte Werte far IL1p im Vergleich zu den anderen

Patienten der kein-SIRS Gruppe.

IL1B
8-
e o
s °
6
® ° .
-+
— [ J
E 4
> | ° .
=
Q.
5 +
@
[

P $ 3 -542¥

@ T
) 0

i

°
[ 4
®

!

Hautnaht

1@
3@

Py
v
o~ ™ - N

Tage nach Operation Tage nach Operation

N
Aufnahme l 0—‘—|

Hautnaht

Hautschnitt - .|-0|—§ °
1 'P_|‘_|

Aufnahme
Hautschnitt

kein SIRS SIRS

Abbildung 8: IL1B Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS Gruppe.
Gezeigt werden die Absolutwerte jedes Patienten sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM).

Signifikante Unterschiede zwischen den Beobachtungszeitpunkten ergeben
sich innerhalb der kein-SIRS Gruppe nicht.

Im Falle der SIRS Gruppe ergibt sich auch eine grol3e Streubreite der Werte
zwischen den Patienten bereits praoperativ — wenn auch nicht so grof3 wie in
der Kontrollgruppe. Augenfallig ist eine deutliche Erhéhung der IL13 Werte zum

Messzeitpunkt ,Operationsende” in der kein-SIRS Gruppe, welche sich in der
kein-SIRS Gruppe nicht findet.

Um die starke Streubreite der absoluten Konzentrationen in der praoperativen
Probe auszugleichen und die relativen Konzentrationsanderungen im
postoperativen Verlauf deutlich zu machen wurden die postoperativen Werte
auf die Werte bei stationarer Aufnahme normiert, das heilt die individuellen

IL1B Konzentrationen eines jeden Patienten zu den Untersuchungszeitpunkten
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wurde durch die IL1B Plasmakonzentration des entsprechenden Patienten zum
Zeitpunkt vor der Operation dividiert. So ergeben sich in der Darstellung der
postoperativen Konzentrationen von IL1p3 letztlich multiplikative Steigerungen
um das Vielfache des Wertes bei stationarer Aufnahme, dies ist in Abbildung 9
dargestellt.

Es wird deutlich, dass sich die relativen Konzentrationen von IL1p3 in der
kein-SIRS Gruppe uber die verschiedenen postoperativen
Beobachtungszeitpunkte nicht nennenswert andern.

In der SIRS Gruppe hingegen ist bei allen Patienten ein deutlicher Anstieg der
IL1p Konzentration bei OP Ende evident. Dieser Anstieg von IL1B3 bei OP-Ende
im Mittel um den Faktor 3,3 in der SIRS Gruppe ist sowohl signifikant (p<0,05)
unterschiedlich zum praoperativen Ausgangswert als auch im Vergleich zum
entsprechenden Wert in der kein-SIRS Gruppe. An den postoperativen Tagen
1, 2 und 3 hingegen konnten auch in der SIRS Gruppe keine relevant erhéhten
Werte fur IL1p festgestellt werden. Der selektiv bei Operationsende signifikant
erhdohte IL13 Wert in der SIRS Gruppe ist potentiell nutzbar als fraher

diagnostischer Parameter eines SIRS.
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Abbildung 9: Normierte IL1p Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS
Gruppe. Gezeigt werden die Relativwerte jedes Patienten normiert zum
Aufnahmetag sowie Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean,
SEM); * p<0,05 im Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc
Test;Mann; $ p<0,05 im Whitney U-Test.

Ahnlich dem IL1B bestand in den Plasmakonzentrationen des IL10 am
Aufnahmetag eine grofe interindividuelle Streubreite, und auch in diesem Falle
zeigt sich sowohl in der kein-SIRS als auch in der SIRS Gruppe ein relevanter

Anstieg der absoluten Konzentrationen am Ende der Operation (Abb. 10).
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Abbildung 10: IL10 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS Gruppe..
Gezeigt werden die Absolutwerte jedes Patienten sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM).

Dieser Befund wird wesentlich deutlicher wenn man, wie schon beim IL1p, die
postoperativen Plasmakonzentrationen von IL10 in Relation zu den jeweils
praoperativ bestehenden Konzentrationen betrachtet (Abbildung 11). In der
kein-SIRS und der SIRS Gruppe findet sich am Ende der Operation ein im
Mittel rund funffacher Anstieg der Plasmakonzentrationen im Vergleich zum
Aufnahmezeitpunkt, dieser Konzentrationsunterschied ist in beiden Gruppen
signifikant (p<0,05). Im Unterschied zur SIRS Gruppe jedoch setzt sich dieser
Konzentrationsanstieg des IL10 in der kein-SIRS Gruppe im Weiteren am
ersten postoperativen Tag noch fort, in der SIRS Gruppe dagegen kommt es zu
einem Konzentrationsabfall. Dieser Plasmakonzentrationsanstieg des IL10 mag
einerseits in einem direkten oder indirekten Zusammenhang mit der Entstehung
eines SIRS stehen, andererseits konnte dieser Konzentrationsverlauf potentiell
auch diagnostisch verwendet werden da er eine Differenzierung zwischen SIRS
und kein-SIRS zu einem recht frihen Zeitpunkt, namlich am ersten

postoperativen Tag erlaubt.
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Abbildung 11: Normierte IL10 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und
SIRS Gruppe. Gezeigt werden die Relativwerte jedes Patienten normiert auf
den Aufnahmetag sowie Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the

mean, SEM); * p<0,05 bzw. ** p<0,01 im Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple
Comparison post hoc Test.

Neben IL1B und IL10 wurden auch die Konzentrationsverlaufe von IL6 und IL8
analysiert.

IL6 und IL8 zeigen am Messzeitpunkt Operationsende signifikant erhéhte Werte
gegenuber dem Zeitpunkt stationare Aufnahme (Abbildungen 12 und 13).
Allerdings ist dieser Anstieg in beiden Gruppen, sowohl der kein-SIRS als auch
der SIRS Gruppe zu verzeichnen. In beiden Fallen, beim IL6 und IL8, fallt die
Plasmakonzentration in den ersten postoperativen Tagen rasch wieder auf die
praoperativen Normalwerte ab, die mit grokem Abstand hdochsten Werte finden
sich also jeweils am Operationsende was auf einen direkten Zusammenhang
mit dem, in diesem Falle chirurgischen Trauma hinweist. Dadurch, dass die
Plasmakonzentrationen von IL6 und IL8 in beiden untersuchten Gruppen am
Operationsende  signifikant erhoht sind ergeben sich hier keine
Unterscheidungsmerkmale zwischen SIRS und kein-SIRS, bzw. keine

Madglichkeit die Entwicklung eines SIRS frihzeitig zu diagnostizieren.
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Abbildung 12: IL6 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS Gruppe..
Gezeigt werden die IL6 Absolutwerte jedes Patienten sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); *** p<0,001 im Kruskal-

Wallis mit Dunn’s Multiple Comparison post hoc Test.
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Abbildung 13: IL8 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS Gruppe.
Gezeigt werden die IL8 Absolutwerte jedes Patienten sowie Mittelwert und
Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); *** p<0,001 im Kruskal-

Wallis mit Dunn’s Multiple Comparison post hoc Test.

Einen ganz ahnlichen Konzentrationsverlauf zeigt das TNFa: zwar findet sich
ein  Konzentrationsanstieg zum Operationsende im Vergleich zum
Aufnahmezeitpunkt in beiden Gruppen, der SIRS und der kein-SIRS Gruppe,
jedoch erreichten diese Differenzen weder statistische Signifikanz noch
erlauben sie die Differenzierung zwischen der kein-SIRS und der SIRS Gruppe
(Abb. 14).

Darlberhinaus besteht Uber den gesamten Beobachtungszeitraum in beiden
Gruppen eine grolie Streubreite der Plasmakonzentrationen fir TNFa. Die
Normalisierung der postoperativen TNFa Werte auf den praoperativen Wert
erbrachte keine wegweisenden Befunde. Letztlich ist die TNFa Konzentration
auf Grundlage der hier erhobenen Daten nicht zur Diagnose eines SIRS

verwendbar.
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Abbildung 14: TNFa Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS
Gruppe. Gezeigt werden die TNFa Absolutwerte jedes Patienten sowie
Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean, SEM)

Die Plasmakonzentrationen von IL2 und IFNy wurden ebenso analysiert, waren
jedoch bei praktisch allen Messungen in allen Patienten unterhalb der
Nachweisgrenze. Bezlglich dieser Parameter konnten also keine verwertbaren

Messungen und Konzentrationsverlaufe gewonnen werden.

3.5 sCD163, TREM-1, Endocan (ESM-1) sowie cell-free DNA (cfDNA) in den

Untersuchungsgruppen

Weitere |0sliche Plasmaproteine die potentielle frihe Biomarker eines SIRS
darstellen sind sCD163, TREM-1, Endocan (ESM-1) sowie cell-free DNA
(cfDNA).

Das sCD163 ist in verschiedenen Formen der Inflammation hochreguliert. In
unserer Analyse zeigte sich die absolute Konzentration von sCD163 Uber die
Messzeitpunkte in der kein-SIRS Gruppe ohne augenfallige Dynamik
(Abbildung 15). In der SIRS Gruppe hingegen ergab sich einerseits eine

deutlich groliere Streubreite der einzelnen Werte, andererseits zeigte sich ein
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nichtsignifikanter Trend zu erhohten CD163 Werten zum Zeitpunkt
Operationsende. Die grol3e Streubreite der Werte ist bereits zum praoperativen
Zeitpunkt vorhanden: ein SIRS Patient hatte mit einer Plasmakonzentration von
198 ng/ml einen deutlich niedrigeren Wert als die anderen Patienten, welche
alle Werte zwischen 500 und 1000 ng/ml aufwiesen. In demselben Patienten
setzten sich die niedrigen Werte fur sCD163 postoperativ fort, an den
postoperativen Tagen 1, 2, 3 und 5 bestanden kaum messbare

Plasmakonzentrationen.
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Abbildung 15: sCD163 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und SIRS
Gruppe. Gezeigt werden die sCD163 Absolutwerte jedes Patienten sowie
Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean, SEM).

Bei einem weiteren Patienten der SIRS Gruppe kam es direkt nach der
Operation zu einem leichten Konzentrationsabfall des sCD163 wahrend die drei
anderen mit einem Konzentrationsanstieg direkt nach der Operation gemessen
wurden.

In der Darstellung der relativen Konzentrationsanderungen uber den
Messzeitraum im Vergleich zum Aufnahmezeitpunkt wird der Trend zu héheren
Konzentrationen am Ende der Operation in der SIRS Gruppe deutlicher

(Abbildung 16) wobei dieser Unterschied bei unseren Patientenzahlen keine
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statistische Signifikanz erreicht. An den postoperativen Tagen 1 bis 5 ergaben
sich im Vergleich zum praoperativen Zeitpunkt im Mittel allerdings tendenziell
niedrigere Plasmakonzentrationen fir sCD163 sowohl in der kein-SIRS als
auch in der SIRS Gruppe. Zusammenfassend konnen die
Konzentrationsverlaufe von sCD163 nicht fur eine frihzeitige Diagnose eines

SIRS genutzt werden.

sCD163-Konzentrationsanderung normiert auf den Aufnahmetag
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Abbildung 16: Normierte sCD163 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und
SIRS Gruppe. Gezeigt werden die Relativwerte jedes Patienten zum

Aufnahmetag sowie Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean,
SEM).

Das Protein Endocan (Endothelial cell-specific molecule 1, ESM1) war in den
kein-SIRS Patienten am Ende der Operation signifikant hoher exprimiert als vor
der Operation (Abbildung 17). Die auf die praoperativ bestehenden
Endocankonzentrationen normierten Daten (Abbildung 18) zeigen eine rund
funffach erhdhte Expression von Endocan zum Messzeitpunkt direkt
postoperativ. Die Expressionssteigerung lie3 sich ausnahmslos in jedem
Patienten der kein-SIRS Gruppe nachweisen. Die erhdhte Expression setzte
sich in den ersten postoperativen Tagen fort und ab dem dritten postoperativen

Tag war wieder ein langsamer Abfall der Endocan Expression zu verzeichnen.
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Der Anstieg der Endocan Expression in der SIRS Gruppe hingegen war zwar
als Trend erkennbar aber numerisch deutlich geringer (2,2-fache Expression im
Vergleich zum praoperativen Wert) und erreichte keine statistische Signifikanz.
Dennoch war auch in der kein-SIRS Gruppe an den postoperativen Tagen 1 bis
8 eine erhohte Endocan Expression messbar.

Die Endocan Expression am Zeitpunkt Operationsende war in der kein-SIRS

Gruppe signifikant héher (p<0,05) als in der SIRS Gruppe.
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Abbildung 17: Endocan (ESM-1) Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und
SIRS Gruppe. Gezeigt werden die Absolutwerte jedes Patienten sowie
Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im

Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc Test.
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Endocan Konzentrationsidnderung normiert auf den Aufnahmetag
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Abbildung 18: Endocan (ESM-1) Konzentrationsdnderungen in der kein-SIRS
und SIRS Gruppe. Gezeigt werden die Relativwerte jedes Patienten normiert
auf den Tag der Aufnahme sowie Mittelwert und Standardfehler (standard error
oft the mean, SEM); ** p<0,01 im Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple
Comparison post hoc Test. $$ p<0,01 im Whitney U-Test.

Die geringer ausgepragte Expression von Endocan in der SIRS Gruppe kénnte
direkt oder indirekt pathogenetisch mit der klinischen Auspragung eines SIRS in
Verbindung stehen. Grundsatzlich ware es denkbar den geringer ausgepragten
Anstieg der Endocan Expression in der SIRS Gruppe auch diagnostisch zu
nutzen, da die Konzentrationsverlaufe in der kein-SIRS und SIRS Gruppe aber
qualitativ ahnlich sind ist die Trennscharfe und damit die diagnostische

Nutzbarkeit des Parameters alleine gering.

Zellfreie DNA (cell-free DNA, cfDNA) kommt in der Zirkulation in geringen
Konzentrationen letztlich als Folge von zelluldren Abbauprozessen vor. Ahnlich
wie beim Endocan kam es bei der cfDNA zu einem signifikanten (p<0,05)
Anstieg der Plasmakonzentration am Ende der Operation in der kein-SIRS

Gruppe (Abbildung 19). In der in der SIRS Gruppe war dagegen ein
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Konzentrationsanstieg zum selben Zeitpunkt nur als Tendenz nachweisbar,

erreichte aber keine Signifikanz.
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Abbildung 19: cell-free DNA Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und der
SIRS Gruppe. Gezeigt werden die Absolutwerte jedes Patienten sowie
Mittelwert und Standardfehler (standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im

Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc Test.

Dieser Konzentrationsverlauf in beiden Gruppen wird in den Darstellungen der
relativen Konzentrationen im Vergleich zum Aufnahmezeitpunkt (Abbildung
20) noch deutlicher: in der kein-SIRS Gruppe kommt es zu einem signifikanten
(p<0,05) Anstieg der relativen cfDNA Konzentration zum Operationsende um
den Faktor 1,6, in der SIRS Gruppe betragt zum gleichen Zeitpunkt der relative
Konzentrationsanstieg nur 1,3, was nicht signifikant ist. Zum Zeitpunkt
Operationsende unterscheiden sich die cfDNA Konzentrationen in der kein-
SIRS und SIRS Gruppe nicht, und auch zu keinem anderen Zeitpunkt. Letztlich
ist somit kein Hinweis auf eine diagnostische Verwendbarkeit der cfDNA im

Bezug auf die Entwicklung eines SIRS gegeben.
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cfDNA-Konzentrationsanderung normiert auf den Aufnahmetag
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Abbildung 20: cell-free DNA Konzentrationsénderungen in der kein-SIRS und
der SIRS Gruppe. Gezeigt werden die relative Plasmakonzentrationsénderugn
normiert auf den Tag der Aufnahme sowie Mittelwert und Standardfehler
(standard error oft the mean, SEM); * p<0,05 im Kruskal-Wallis mit Dunn’s

Multiple Comparison post hoc Test.

Einen hinsichtlich der Diagnostik eines SIRS interessanten
Konzentrationsverlauf in den Untersuchungsgruppen zeigte das sTREM-1. Die
absoluten Plasmakonzentrationen von sTREM-1 waren in der SIRS Gruppe
generell héher als in der kein-SIRS Gruppe (Abbildung 21): Wahrend in allen
Patienten der kein-SIRS Gruppe praoperativ, postoperativ sowie an den
postoperativen Tagen 1 und 2 absolut kein sTREM-1 im Plasma nachweisbar
war und erst zum Ende des Beobachtungszeitraumes, an den postoperativen
Tagen 3, 5 und 8 es bei einzelnen Patienten zu einer messbaren sTREM-1
Konzentration kam, so bestanden in allen Patienten der SIRS Gruppe bereits
praoperativ Plasmakonzentrationen zwischen 20 und 40 pg/ml. Zum Ende der
Operation kam es in der SIRS Gruppe 2zu einem weiteren
Konzentrationsanstieg, welcher mit einem p=0,056 gerade eben nicht

signifikant zu nennen ist, so dennoch als deutlicher Trend bezeichnet werden
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darf. Die erhdohten sTREM-1 Konzentrationen im Plasma setzten sich in der
SIRS Gruppe uber den gesamten Beobachtungszeitraum fort. Potentiell stellt
sTREM-1 somit einen bereits praoperativn messbaren Marker flr ein
postoperativ auftretendes SIRS dar. Dartuber besteht zum Zeitpunkt
Operationsende in der SIRS Gruppe eine im Vergleich zum Aufnahmezeitpunkt
nochmals erhdhte Plasmakonzentration die zudem signifikant hoher ist als jene
in der kein-SIRS Gruppe.
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Abbildung 21: sSTREM-1 Plasmakonzentrationen in der kein-SIRS und der SIRS
Gruppe. Gezeigt werden die absoluten Konzentrationen jedes Patienten sowie
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes (SEM); * p<0,05 und ** p<0,01

im Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc Test.

3.6 Der Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT)

In dieser Studie wurden Monozyten aus Vollblut der jeweiligen Studienpatienten
ex vivo mit Endotoxin stimuliert um anerge nicht responsive Monozyten zu
identifizieren. Die Stimulation mit ansteigenden Endotoxinkonzentrationen

(Lipopolysacharide, LPS) resultierte in sigmoidalen IL13—Konzentrationskurven.
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Die Monozyten aller Patienten in der Studie konnten stimuliert werden,
allerdings variierte die Starke der Antwort interindividuell sehr ausgepragt.
Sowohl in der kein-SIRS als auch in der SIRS Gruppe nahm die Starke der
monozytaren IL1B-Produktion auf einen definierten Endotoxinreiz am Ende der
Operation deutlich ab gegenuber dem praoperativen Zustand (Abbildung 22
und 23). Diese abnehmende Monozytenantwort zum Ende der OP findet sich in
beiden Gruppen gleichsinnig, ist aber in der SIRS Gruppe ausgepragter und
erreicht auch nur in dieser Signifikanz (p<0,05).

In den Abbildungen 22 und 23 sind exemplarisch die Daten bei einer zur
Stimulation verwendeten Endotoxinkonzentration von 0,5 EU/mI gezeigt. Dies
entspricht dem in der Pharmaopée (European Pharmacopoeia 8.0; European
Directorate for the Quality of Medicines, EDQM [77]) angegebenem Grenzwert
fur parenteral zu verabreichende Medikamente.

Vergleicht man die Starke der Abnahme der Reaktivitat im MAT zwischen kein-
SIRS und SIRS Gruppe (Abbildung 23) so wird ein deutlicher Trend zu einer
geringeren Reaktivitat in der SIRS Gruppe offenbar. Zwar finden sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der Auspragung der Reaktion im MAT
zwischen der kein-SIRS und SIRS Gruppe zu den entsprechenden
Messzeitpunkten doch ist insbesondere zum Ende der Operation die Reaktivitat
des MAT in der SIRS Gruppe absolut- und auch relativ zur kein-SIRS Gruppe
deutlich vermindert. Dieser Trend muss vor einer abschlieienden Beurteilung

mit grof3eren Patientenzahlen weiter untersucht werden.
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IL1B Ausschiittung nach Stimulierung mit 0,5 EU/mI LPS
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Abbildung 22: Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT): IL1B Ausschittung in der
kein-SIRS und der SIRS Gruppe nach Stimulierung mit 0,5 EU/mI
Lipopolysaccharid (LPS). Gezeigt werden die Absolutwerte jedes Patienten

sowie Mittelwerte + SEM; ** p<0,01 im Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple
Comparison post hoc Test.
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MAT - Normiert auf Aufnahmetag
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Abbildung  23: Monozyten-Aktivierungs-Test (MAT): normierte  IL1B
Ausschittung in der kein-SIRS und der SIRS Gruppe. Gezeigt werden die
Relativwerte zum Tag der Aufnahme sowie Mittelwert £ SEM; ** p<0,01 im

Kruskal-Wallis mit Dunn‘s Multiple Comparison post hoc Test.
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4. Diskussion

4.1 Methodische Aspekte der Arbeit

Ziel der vorliegenden Studie war es neue Laborparameter zur frihzeitigen
Vorhersage eines sich im postoperativen Verlauf nach Herzoperationen
entwickelnden SIRS zu identifizieren. Die Studie wurde entsprechend als
prospektive Beobachtungsstudie konzipiert. Da Marker gesucht wurden, die das
Erstellen einer SIRS Diagnose vor Entwicklung der klinischen Symptomatik
ermdglichen sollten, musste die Probenentnahme auch vor Entwicklung eben
dieser Symptomatik erfolgen. Damit war das prospektive Design praktisch
durch die Fragestellung vorgegeben. Ein weiteres Argument fir ein
prospektives Design war die angestrebte Strukturgleichheit der kein-SIRS und
SIRS Gruppen — durch die Unkenntnis der Gruppenzugehdrigkeit zum Zeitpunkt
des Studieneinschlusses war das Risiko einer Verfalschung der Ergebnisse
durch eine bekannte oder unbekannte, unkontrollierte konfundierende Variable
(Stichprobenverzerrung, selection-bias) auch seitens der Durchfihrenden der
Studie (Investigator-bias) minimiert [78]. Das Risiko der systematischen
Verzerrung (Bias) durch die Tatsache, dass Patienten vor Studieneinschluss
schriftlich aufgeklart wurden und abhangig vom persdnlichen Hintergrund und
sozialen Faktoren eher zustimmten, oder eben nicht, darf bei der vorliegenden
Studie als wenig relevant betrachtet werden [79].

Nachteilig bei dem gewahlten Studiendesign hingegen war die zwangslaufig
resultierende ungleiche Gruppengrof3e der kein-SIRS und SIRS Gruppen, da ja
nur eine Minderheit der Patienten nach kardialen Operationen ein SIRS
entwickelt. Alle evaluierten und aufgeklarten Patienten zu analysieren hatte
bedeutet sechzehn Kontrollgruppenpatienten vollumfanglich zu messen was
hinsichtlich der materiellen, und damit auch finanziellen Ressourcen sehr
aufwendig gewesen ware. Entsprechend wurden aus den sechzehn
Kontrollgruppenpatienten nach Akquise der Proben und unter Kenntnis der
Gruppenzugehdrigkeit funf Patienten im Sinne eines ,matchings” ausgewahit
und als kein-SIRS Gruppe analysiert. Beim ,matching®, also der gezielten

Auswahl von Kontrollgruppenpatienten anhand demographischer Kriterien,
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Risikofaktoren und Nebenerkrankungen handelt es sich um ein zwar nicht
optimales, aber praktikables und akzeptiertes Verfahren zur Kontrolle
konfundierender Variablen (Bias) in Beobachtungsstudien [80, 81].

Bei den eingesetzten analytischen Methoden (immunologische und
biochemische Verfahren) handelt es sich ausnahmslos um etablierte und
validierte Testverfahren. Es wurden keine Modifikation an den standardisierten
Protokollen der Hersteller vorgenommen. Hierdurch wurde eine methodische
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit flr zuklnftige Untersuchungen
geschaffen. Fur alle durchgefihrten Messungen bestehen naturgemaf}
Nachweisgrenzen (Sensitivitat) der Analyten im Plasma, diese sind im
Methodenteil dieser Arbeit jeweils angegeben (siehe dort). Im Falle der
Analyten IL2 und IFNy wurden die methodenbedingten Nachweisgrenzen in
einer Mehrzahl der Proben unterschritten, d.h. es wurden keine verwertbaren
Plasmakonzentrationen gemessen. Entsprechend wurde auf die weitere
Auswertung und Interpretation der Daten dieser beiden Analyten verzichtet.
Eine wesentliche methodische Herausforderung stellte die grofRe
interindividuelle Streubreite der einzelnen Plasmakonzentrationen insbesondere
bei den Interleukinen dar. Es ist durchaus bekannt, dass es bei diesen
Messwerten grofde (um den Faktor drei) interindividuelle Differenzen gibt [82-
85], entsprechend schwierig ist auch die Definition von Normwerten und die
Interpretation einzelner Messwerte. Wir begegneten diesem Problem indem wir
die Messwerte an den postoperativen Tagen auf den jeweils

patientenindividuellen Messwert zum praoperativen Zeitpunkt normierten.

4.2 Diskussion des SIRS Begriffes und seiner Definition vor dem

Hintergrund der durchgefiihrten Analysen

Ein grundsatzliches methodisches Problem in der Erforschung pradiktiver
biochemischer Marker eines SIRS stellt die problematische Definition des
Krankheitsbildes entsprechend der ACCP/SCCM-Konsensuskonferenz [2, 3],
insbesondere aus kardiochirurgisch-postoperativer Sicht dar (Siehe auch
Kapitel 1.3). Wie bereits in der Einleitung dargestellt sind die Parameter

Atemfrequenz, PaCO, und Herzfrequenz frih-postoperativ schlecht zu

61



verwerten da viele Patienten zu diesem Zeitpunkt noch intubiert sind bzw. unter
bradykardisierender Medikation, unter Umstanden sogar unter
Herzschrittmachertherapie stehen. Die Leukozytose als definierender
Parameter ist hingegen in der postoperativen Phase
(Postaggressionsstoffwechsel) sehr unspezifisch und damit auch eingeschrankt
zu verwerten. Dieses definitorische Problem erschwert natirlich auch die
Interpretation unserer Daten. Insbesondere mit Blick auf die spezifischen
Anforderungen einer robusteren SIRS Diagnose im Bereich der
posttraumatischen und postoperativen Intensivmedizin [8, 9, 86] wurden
Vorschlage gemacht die Diagnose eines SIRS viel mehr an
intensivmedizinische Parameter wie Katecholaminbedarf und Laktatazidose zu
binden was ja auch der gelebten, alltaglichen klinischen Praxis entspricht. Aus
ahnlichen Uberlegungen heraus wurde vorgeschlagen die SIRS Kriterien nur
dann als solche zu werten wenn sie langer als sechs Stunden bestehen [26],
was aber dem Gebot zur raschen Therapie gewissermallen wiederspricht [22,
23]. Ein anderes aktuell diskutiertes Konzept zur klinischen Erfassung und
Stratifizierung akuter systemischer Erkrankungen infolge von Infekten und
anderen Auslésern ist PIRO (predisposition, insult/infection, response, organ
dysfunction) [87, 88]. Dieses Modell erfasst erstmals auch pradisponierende
Risikofaktoren fur das Entstehen einer akuten Kreislaufdekompensation infolge
eines Akutereignisses, jedoch wurde auch PIRO bereits hinsichtlich mangelnder
prognostischer Nutzbarkeit kritisiert [89].

Zusammenfassend ist davon auszugehen das es weitere Diskussionen und
definitorische Revisionen des SIRS- und Sepsis Begriffes geben wird [9].
Entsprechend werden neuere biologische Marker und Laborwerte des SIRS
auch erneut an diesen revidierten Definitionen evaluiert werden mussen [88]. In
dieser Studie bezogen wir uns unter Kenntnis der Vor- und Nachteile
konsequent und ausschliel3lich auf die aktuell klinisch wie wissenschaftlich
geltende Definition der ACCP / SCCM-Konsensuskonferenz [2, 3] (siehe auch
Kapitel 1.1).
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Mit Blick auf das Thema Kklinischer Risikofaktoren fur ein SIRS erscheint
bemerkenswert, dass die funf Patienten die ein postoperatives SIRS
entwickelten nicht alter waren als das Durchschnittsalter aller 21 prospektiv
evaluierten Patienten. Im Gegenteil, die SIRS Patienten waren mit einem
Durchschnittsalter von 61,4 Jahren jlinger als die Gesamtkohorte mit 69 Jahren
(nicht signifikant). Dies ist insofern bemerkenswert als das fur die meisten
postoperativen Komplikationen nach Herzoperationen eine Korrelation zu
erhohtem Lebensalter besteht, was aber beim SIRS nicht der Fall zu sein
scheint.

Bemerkenswert war allerdings ein mit im Mittel mit 96 kg deutlich héheres
Korpergewicht der SIRS Patienten — und einem deutlich héheren Anteil an
Adipositas Patienten in der SIRS Gruppe im Vergleich zum Gesamtkollektiv.
Auch in der Literatur ist beschrieben, dass adipése Menschen mit kritischen
Erkrankungen und in Intensivtherapie deutlich zu einem SIRS neigen [90].
Sicherlich kénnen aus unseren Patientenzahlen diesbezlglich keine
endgultigen Schllisse gezogen werden, dennoch ware es sinnvoll weiter zu
untersuchen inwiefern eine Adipositas das Risiko fir die Entwicklung eines
postoperativen  SIRS  begunstigt, beziehungsweise inwieweit die
bekanntermal3en schlechtere Prognose stark adipdser Patienten nach kardialen
Operationen durch den Pathomechanismus eines SIRS vermittelt ist.

Ebenso nicht Zielkriterium dieser Studie aber dennoch erwahnenswert ist die
gegenuber den kein-SIRS Patienten massiv verlangerte Hospitalisationsdauer
der SIRS Patienten. Neben dem evidenten medizinischen- und prognostischen
Problem welches durch das unvorhergesehene Auftreten eines postoperativen
SIRS entsteht weist dies auch auf eine relevante medizinbkonomische

Bedeutung hin.

4.3 Konzentrationsverlaufe potentieller Marker eines SIRS im

postoperativen Verlauf nach Herzoperationen

In der vorliegenden Studie untersuchten wir den diagnostischen Wert einer
Reihe von Plasmamolekilen hinsichtlich der Vorhersage eines sich

entwickelnden SIRS in der spezifischen postoperativen Situation nach einem
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kardiochirurgischen Eingriff. Einerseits wurden mit CRP und PCT bekannte, in
der klinischen Diagnostik etablierte Parameter untersucht. Andererseits wurden
solche Plasmamarker in dieser Studie analysiert fur die aus der Literatur eine
Assoziation mit dem Krankheitsbild der Sepsis bekannt ist oder flr die aus
pathophysiologischen Uberlegungen heraus eine Rolle im SIRS plausibel
erscheint. In der Einleitung dieser Arbeit wurden die einzelnen untersuchten
Plasmamolekuile hinsichtlich lhres pathophysiologischen Hintergrundes und

Funktion besprochen (Kapitel 1.5).

Grundsatzlich lassen sich die gefundenen Konzentrationsverlaufe der
untersuchten Plasmaparameter in drei Gruppen einteilen:

1) Parameter fur die anhand der gewonnenen Daten keine Aussage uber
ihre Bedeutung im SIRS getroffen werden kann (Indifferente
Ergebnisse).

2) Parameter die keine Differenzierung zwischen kein-SIRS und SIRS
Patienten zulassen und die damit nicht diagnostisch nutzbar sind.

3) Parameter die eine Differenzierung zwischen kein-SIRS und SIRS
Patienten zulassen und die damit diagnostisch genutzt werden konnten.

Diese drei Gruppen werden im Folgenden jeweils separat besprochen.

4.4 Parameter fir die anhand der gewonnenen Daten keine Aussage uber

ihre Bedeutung im SIRS getroffen werden kann

Interferon y und IL2 lagen in ihren Konzentrationen in praktisch allen Proben
unter der Nachweisgrenze des Multiplex-bead-based-Immunoassays. Uber ihre
Konzentrationsverlaufe kann also letztlich aufgrund unserer Daten keine
Aussage getroffen werden. Es ergeben sich jedoch keine Hinweise, dass IFNy
oder IL2 in der Diagnostik eines SIRS nutzbar waren.

Aus immunologischer Sicht ist es nicht wesentlich erstaunlich, dass IL2 und
IFNy nicht in den ersten Tagen einer akuten Immunreaktion ansteigen da es
sich um die klassischen Aktivatoren der spezifischen, lymphozytaren Immunitat
handelt. Der klassische Ausloser der IL2 und IFNy Ausschittung ist die

Aktivierung von  T-Helferzellen durch das  MHC-II-Molekll  der

64



antigenprasentierenden Zellen — ein Prozess der mehrere Tage in Anspruch
nimmt [29, 36, 37].
Fir die Bewertung der Bedeutung von IFNy und IL2 im SIRS sind weitere

Studien notwendig.

4.5 Parameter die keine Differenzierung zwischen kein-SIRS und SIRS

Patienten zulassen und die damit nicht diagnostisch nutzbar sind

Die zweite Gruppe von Parametern umfasst Solche, die in beiden
Untersuchungsgruppen, also der kein-SIRS und der SIRS Gruppe gleichsinnig
verandert waren. Die Konzentrationsanderungen sind am ehesten eine
Reaktion auf den Reiz der Operation, sind aber hinsichtlich der Differenzierung
der kein-SIRS und SIRS Gruppe nicht hilfreich. In diese Gruppe fallen die
klassischen etablierten Entzindungsparameter Procalcitonin und C-reaktives
Protein, obwohl sie zumindest bei der Sepsis als frihe- [91] und prognostische
Verlaufsparameter [92-94] gelten. Ebenso in diese Gruppe fallen IL6, IL8 und
TNFa. All diese Parameter zeigten in der Frihphase nach der Operation in
allen Patienten einen steilen Konzentrationsanstieg allerdings ohne dass ein
relevanter Unterschied zwischen kein-SIRS und SIRS Gruppe bestand. IL6 und
IL8, die beide als sensitive Sepsis-Marker gelten, zeigten auch in Arbeiten
anderer Untersucher deutlich geringere Plasmaspiegel im SIRS [95].

Auch die cfDNA fallt in diese Gruppe: zwar findet sich ein postoperativer
Konzentrationsanstieg in beiden Studiengruppen, in der kein-SIRS Gruppe als
Trend sogar etwas starker ausgepragt als in der SIRS Gruppe. Allerdings ergab
sich hieraus keine Differenzierungsmaoglichkeit. Zwar existieren Berichte, dass
die cfDNA in Sepsis-Patienten erhoht ist und auch mit der Schwere der
Erkrankung korreliert [66, 67], dies konnten wir jedoch fir das Szenario des
postoperativen SIRS in unserer kleinen Kohorte nicht nachweisen.

Bei allen vorgenannten Moleklilen muss postuliert werden, dass die
postoperative Konzentrationssteigerung unspezifische Folge des
Postaggressionsstoffwechsels ist, eine Assoziation mit einem entstehenden

SIRS kann aufgrund unserer Daten nicht postuliert werden.
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Weniger eindeutig fallt die Interpretation der Konzentrationsverlaufe der
Proteine sCD163 und Endocan aus:

Das sCD163 =zeigte eine deutliche Tendenz zu erhdhten relativen
Plasmakonzentrationen in der SIRS im Vergleich zur kein-SIRS Gruppe.
Statistische Signifikanz wurde jedoch aufgrund der gro3en Streubreite der
Werte nicht erreicht: Zwei Patienten zeigten kaum eine Erhdhung der
Konzentrationen wohingegen drei Patienten deutliche
Konzentrationssteigerungen um den Faktor 1,5 bis 2 zeigten. Eine heterogene
Pathophysiologie und Klinik des SIRS vorausgesetzt, rechtfertigt dies aus
unserer Sicht mindestens die weitere klinische Evaluation dieses Parameters
mit grolleren Patientenzahlen, zumal aus anderen inflammatorischen
Krankheitsbildern sCD163-Erhéhungen bekannt sind [45-50]. Jedoch kdnnen
wir aufgrund der bislang vorliegenden Daten keine diagnostische Nutzbarkeit
des sCD163 konstatieren.

Genau andersherum verhielt es sich beim Endocan: Fur diesen Parameter
konnte zwar auch in beiden Gruppen ein Konzentrationsanstieg zum Zeitpunkt
Operationsende gemessen werden, jedoch fiel dieser in der kein-SIRS Gruppe
deutlich starker aus und erreichte statistische Signifikanz, wohingegen in der
SIRS Gruppe kein statistisch signifikanter Konzentrationsanstieg zu sehen war.
Da die Konzentrationsverlaufe in der kein-SIRS und SIRS Gruppe sich zwar
quantitativ aber nicht qualitativ unterschieden und die Grol3e unserer
Patientengruppen zu klein war um derart geringe Unterschiede sicher zu
detektieren, kénnen wir Endocan bislang nicht als Pradiktor eines SIRS
bestatigen. Jedoch ware auch fur Endocan die Untersuchung in einer grélieren
Studie sinnvoll. Die tendenziell héheren Endocan-Werte in der kein-SIRS
Gruppe wirden allerdings eher einen protektiven Effekt des Endocan
hinsichtlich der Ausbildung eines SIRS nahelegen, was nicht mit der Literatur
korrespondiert. Endocan wird von klassischen proinflammatorischen Zytokinen
IL18 und TNFa hochreguliert [60, 62]. In den hier erhobenen Daten
korrespondierten die Konzentrationsverlaufe von IL1p (Konzentrationsanstieg in
der SIRS-Gruppe), TNFa (kein Unterschied in den Konzentrationsverlaufen

zwischen kein-SIRS und SIRS-Gruppe) und Endocan (Konzentrationsanstieg in
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der kein-SIRS Gruppe) allerdings nicht. Klinisch ist Endocan als Marker der
Sepsis beschrieben [61, 64, 65] und seine Spiegelhdhe war pradiktiv fur eine
negative Prognose [96, 97]. Die aufgeflihrten Arbeiten haben jedoch keine
Kontrollgruppe, sondern beziehen sich lediglich auf Langsschittverlaufe von
Sepsis Patienten. Aus unserer Sicht sollten weitere Untersuchungen die exakte
Bedeutung des Endocan im postoperativen Verlauf nach kardiochirurgischen
Operation untersuchen.

Auch der Monozyten-Aktivatons-Test (MAT) [68-70] lasst in seinem Ergebnis
keine eindeutige Differenzierung zwischen der kein-SIRS und der SIRS Gruppe
zu. Dennoch ist seine Interpretation insbesondere mit Blick auf die
Pathogenese des SIRS interessant. In beiden Untersuchungsgruppen nimmt
interessanterweise die Reaktivitat der Monozyten zum Ende der Operation hin
ab, d.h. die monozytare IL13 Ausschuttung nach Stimulation erreicht ein
Minimum — und dies zu einem Zeitpunkt an dem der IL13 Plasmaspiegel der
Patienten jeweils am hochsten war. Fir diese Diskrepanz aus hohen
bestehenden IL13 Plasmaspiegeln und niedriger Monozytenraktivitat gibt es
zunachst keine uns bekannte Erklarung, uns sind keine Arbeiten zu diesem
Thema bekannt. Mdglich ware aber ein Erschépfungseffekt der Monozyten zum
Zeitpunkt des Operationsendes nach massiver intraoperativer Aktivierung der
IL18 Produktion. Dies wirde die fehlende Stimulierbarkeit und die zeitgleich
hohen Plasmaspiegel erklaren. Eine postoperative klinisch relevante
Immunsupression ist ein bekanntes Phanomen [98]. Jungere Studien widmen
sich gezielt der Analyse der zellularen und molekularen Mechanismen dieser
postoperativen Immunsuppression [99-101], allerdings sind uns keine Studien
bekannt die die Anergie bzw. die Reaktivitdt der Monozyten postoperativ
untersucht haben [102, 103]. In der SIRS Gruppe ist die Anergie der Monozyten
zum Zeitpunkt Operationsende relativ noch starker ausgepragt als in der kein-
SIRS Gruppe. Gegensinnig verhalt sich der IL13 Spiegel, dieser ist in der SIRS
Gruppe zum gleichen Zeitpunkt relativ gesehen signifikant hoher (Abbildungen
9 und 23). In den folgenden Tagen besteht eine Tendenz zu einer rascheren
Erholung oder Wiederzunahme der Reaktivitdt der Monozyten in der SIRS

Gruppe. Die Physiologie der Monozyten und anderer Immunzellen im

67



postoperativen Verlauf sollte weiter spezifisch studiert werden um zu einem
besseren Verstandnis der zellularen und molekularen Ablaufe im
postoperativen SIRS und der Sepsis zu kommen und um damit letztlich neue

therapeutische Angriffspunkte zu definieren.

4.5 Parameter die eine Differenzierung zwischen kein-SIRS und SIRS

Patienten zulassen und damit diagnostisch genutzt werden kdnnten.

In die dritte Gruppe fallen die Parameter die eine Differenzierung zwischen
kein-SIRS und SIRS Gruppe zulassen. Dieses waren die Proteine sTREM-1,
IL13 und IL10.

Der Parameter sTREM-1 zeigte einen sehr bemerkenswerten
Konzentrationsverlauf: In Patienten der kein-SIRS Gruppe, also in solchen die
im spateren postoperativen Verlauf kein SIRS entwickelten, war der Parameter
praoperativ sowie in den Messungen am Ende der Operation sowie am ersten
postoperativen Tag gar nicht nachweisbar. In den Patienten der SIRS Gruppe
hingegen war der Parameter sTREM-1 bereits praoperativ in deutlich hdherer
Konzentration nachweisbar und zeigte nach der Operation nochmals eine
signifikante Konzentrationssteigerung. Damit zeigt sich sTREM-1 in unseren
Daten als Parameter zur Unterscheidung von kein-SIRS und SIRS Patienten.
Der praoperative Nachweis von sTREM-1 war ein deutlicher Pradiktor der
postoperativen Ausbildung eines SIRS. Dies ist bislang nicht vorbeschrieben.
Grundsatzlich sind unsere Ergebnisse damit kongruent mit Arbeiten anderer
Autoren [39-41] die den sTREM-1 Spiegel als Marker der Krankheitsschwere in
der Sepsis und als Pradiktor von Komplikationen nach kardialen Operationen
sahen. sTREM-1 ist somit ein vielversprechender frihpostoperativer Marker
eines sich entwickelnden SIRS. Bereits praoperativ nachweislich erhdhten
sTREM-1 Werte wirden abseits sonstiger klinischer Marker erstmals auch eine
praoperative Stratifizierung hinsichtlich des Risikos eines postoperativen SIRS
ermdglichen. Dies sollte- und wird in einer grolRer konzipierten prospektiven
Studie spezifisch untersucht werden. Anders als bei den folgend diskutierten
Parametern IL1B und IL10 kann fir sTREM-1 zuklnftig moglicherweise sogar

ein absoluter Grenzwert definiert werden.
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Unterschiedliche Konzentrationsverlaufe in der kein-SIRS und SIRS Gruppe
und damit diagnostische Verwendbarkeit zeigten die Interleukine IL1p und IL10.
Die Absolutwerte der IL1B-Plasmakonzentrationen sind in ihrer Interpretation
zunachst problematisch: Einerseits besteht bekanntermallen eine grolle
interindividuelle Streubreite des Parameters [104], dies zeigte sich auch in
unseren Messungen (siehe Abbildung 8). Andererseits bestanden zu keinem
Zeitpunkt in unseren Daten eindeutig pathologische Absolutwerte: In der
Literatur werden sehr unterschiedliche Werte [85] als Referenz fur einen IL1
Normwert genannt, in der sicherlich zuverlassigsten Arbeit diesbezuglich finden
sich Normwerte in der Grélkenordnung 0,2 bis 0,6 pg/mL, maximal jedoch bis
1,0 pg/ml [84, 105], in einer anderen Arbeit bis héchstens 5,0 pg/ml [83].
Gemessen an diesen Referenzwerten kam es in unserer Studie zu keinem
Zeitpunkt zur Ausbildung eindeutig pathologischer Werte, die gemessenen
Werte bewegten sich in praktisch allen Fallen zwischen 0,5 und 2 pg/ml (Siehe
Abbildung 8). Die hoéchsten gemittelten Konzentrationen wurden in beiden
Gruppen mit 2,41 pg/ml und 2,05 pg/ml zum Zeitpunkt Operationsende
gemessen.

Aussagekraftiger als die absoluten Plasmakonzentrationen und damit klinisch
verwendbar erscheinen jedoch intraindividuelle Konzentrationsverlaufe des
IL1B. Im postoperativen Konzentrationsverlauf des IL1p kommt es zum
Zeitpunkt Operationsende in der SIRS Gruppe zu einem signifikanten
Konzentrationsanstieg um das Dreifache des praoperativen Ausgangswertes.
Dieser Anstieg ist in der kein-SIRS Gruppe nicht zu verzeichnen und ware
zumindest potentiell diagnostisch nutzbar. Dieser Konzentrationsverlauf ist
unter Kenntnis der zentralen Funktion des IL1B als Botenstoff einer akuten
Inflammation [28] auch ganzlich plausibel. Zur praktisch klinischen Nutzung
musste allerdings ein praoperativer Ausgangswert erhoben werden und letztlich
ein IL1B Konzentrationsprofil erstellt werden. Auch flr die Sepsis wurde schon
auf die prognostische Bedeutung von IL1B Profilen hingewiesen [106]. Zum
Zeitpunkt Operationsende war der die IL1p Konzentration im Plasma der SIRS

Patienten um den Faktor 3,3 hoher als bei Aufnahme, bei den kein-SIRS

69



Patienten lediglich um den Faktor 1,5. Eine intraindividuelle Steigerung des
IL13 Wertes am Ende der Operation um den Faktor >2 weist vor dem
Hintergrund der hier prasentierten Daten auf die spatere Entwicklung eines
SIRS hin. Es sind weitere detailliertere und grofer angelegte Studien notwendig

um diese Hypothese zu untermauern.

Auch einen unterschiedlichen Konzentrationsverlauf zwischen kein-SIRS und
SIRS Gruppe fand sich beim IL10. Die absoluten IL10 Konzentrationen sind
ahnlich wie schon beim vorangehend besprochenen IL1B nur eingeschrankt zu
verwerten: in wesentlichen Arbeiten wird die obere Grenze eines normalen IL10
Spiegels mit 3 pg/ml angegeben [107, 108], die MAYO-KIlinik in Rochester,
Minnesota legt die IL10 Normalwertobergrenze bei 2 pg/ml fest, andere, ebenso
grolde Arbeiten berichten Normalwerte in der GréRenordnung bis 15 pg/ml [82].
Diese Werte vorausgesetzt ergaben sich in den praoperativen Blutabnahmen
beider Gruppen jeweils physiologische Werte in der GréRenordnung von <2
pg/ml, ab dem Zeitpunkt Operationsende bestanden in beiden Gruppen, kein-
SIRS und SIRS jeweils pathologische Werte >5 pg/ml. Diese Absolutwerte sind
also zur Vorhersage eines sich entwickelnden SIRS zunachst einmal nicht
geeignet. Allerdings setzte sich der Konzentrationsanstieg des IL10 in der kein-
SIRS Gruppe am ersten postoperativen Tag weiter fort wohingegen er in der
SIRS Gruppe wieder abfiel. Dieser IL10 Konzentrationsverlauf ist im Einzelfall
sicherlich sehr schwierig diagnostisch nutzbar, da hierflir einerseits die
Erstellung eines individuellen IL10 Profils notwendig ware, andererseits eine
Entscheidung auf Basis des IL10 erst frihestens am zweiten postoperativen
Tag getroffen werden kdnnte was verglichen mit dem TREM-1 und dem IL1p
spat ware. Der Befund ist allerdings von pathogenetischem Interesse da ja IL10
zu den wesentlichen antiinflammatorischen Interleukinen zahlt [34]. Die
uberschiel3ende Produktion von IL1B als proinflammatorisches Zytokin und die
verminderte Produktion von IL10 ware ein Erklarungsansatz fur die
Uberschiellende Reaktion des Immunsystems. Bei naherer Betrachtung ist
jedoch problematisch, dass an den postoperativen Tagen die absoluten

Konzentrationen von IL10 in unserer kein-SIRS Gruppe tendenziell wieder
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geringer waren als in unserer SIRS Gruppe, sodass die vorgenannte Hypothese
nicht problemlos bestatigt werden kann.

Es ist aus der Literatur bekannt dass in der Sepsis [109] und auch im SIRS
[110] hohe IL10 Spiegel bestehen. Die Tatsache, dass IL10 als wesentliches
antiinflammatorisches Zytokin in der Sepsis gleichzeitig mit
proinflammatorischen Zytokinen wie IL1p und IL6 hochreguliert ist, weist darauf
hin, dass vom ersten Moment der SIRS/Sepsis nicht einfach eine
Uberschieflende Stimulation des Immunsystems sondern vielmehr eine
komplexe Dysregulation der einzelnen Botenstoffe vorliegt [110]. ,Gas und
Bremse" werden gewissermalden gleichzeitig aktiviert.

Das Verhaltnis der verschiedenen Zytokine zueinander mag eine wesentliche
Rolle in der komplexen Regulation der Immunantwort spielen. Abbildung 24
zeigt den Quotienten aus den absoluten Plasmakonzentrationen von IL13 und
IL10 an den verschiedenen Messzeitpunkten in den beiden Gruppen. Es wird
deutlich, dass sich in der kein-SIRS Gruppe die Konzentrationen von IL1p und
IL10 an den meisten Messzeitpunkten, namlich praoperativ sowie an den
postoperativen Tagen 2-8 praktisch die Waage halten. Der Quotient ist
praktisch 1,0, die Plasmakonzentrationen von IL13 und IL10 sind also gleich.
Eine Ausnahme hierbei stellen die Messzeitpunkte Hautnaht und postoperativer
Tag 1 dar, hier liegt ein geringer relativer IL1p Uberschuss auch in der kein-
SIRS Gruppe vor, der Quotient liegt bei <1. In der SIRS Gruppe hingegen lag
der Quotient von IL1B zu IL10 zu jedem Zeitpunkt der Studie bei rund 0,5,

teilweise noch deutlich darunter.
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Quotient der Plasmakonzentrationen IL13/IL10
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Abbildung 24: Quotient der Plasmakonzentrationen von IL1B/IL10 in der kein-
SIRS und der SIRS Gruppe. Gezeigt werden Mittelwerte der beiden Gruppen +
SD. Differenzen im Kruskal-Wallis mit Dunn’s Multiple Comparison post hoc

Test nicht signifikant.

Es bestand also zu jedem Zeitpunkt ein relativer Uberschuss an IL1B. In
unseren vergleichsweise kleinen Kohorten erreichten die Differenzen allerdings
keine Signifikanz.

Bei dieser Gegenuberstellung zweier Zytokine handelt es sich zwar nur um eine
Kombination aus vielen Moglichen, es bestehen ja allein Gber 30 Interleukine
und die Gruppe der Zytokine umfasst noch sehr viel mehr Botenstoffe. Dennoch
ist die Analyse derartiger Interaktionen und Konzentrationsverhaltnisse
einerseits sicherlich zielflUhrend flr das weitere Verstandnis der Physiologie und
Pathophysiologie des Immunsystems, andererseits sind sie potentiell auch
diagnostisch nutzbar, eine entsprechende Infrastruktur zur Erstellung von
patientenindividuellen Zytokinprofilen vorausgesetzt. Zukunftige Studien werden
sich mit den Interaktionen und den Konzentrationsverhaltnissen der Zytokine im
Allgemeinen — und mit der Bedeutung des IL1B/IL10 Quotienten im speziellen

befassen.
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Die intra- und frUhpostoperativen Konzentrationsverlaufe von IL13, IL10 und
sTREM-1 weisen darauf hin, dass im Szenario einer Herzoperation bereits zum
intraoperativen Zeitpunkt, zumindest aber zum Operationsende eine Imbalance
pro- und antiinflammatorischer Faktoren bestehen kann die pathogenetisch
sehr wahrscheinlich in das spatere Entstehen des klinischen
Symptomenkomplexes SIRS involviert ist. Die genannten Parameter und ihr
Verhaltnis zueinander stellen eine neue diagnostische und prognostische

Madglichkeit des postoperativen SIRS nach herzchirurgischen Operationen dar.

4.6 Konklusion und Ausblick:

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Spiegel der
Plasmaproteine sTREM-1 und IL1B zu einer friheren Identifizierung von
Patienten mit hohem Risiko fur ein postoperatives SIRS nach herzchirurgischen
Operationen beitragen kdonnen. Hierbei handelt es sich um eine neue, bisher
nicht vorbeschriebene Erkenntnis. Die in der Einleitung dieser Arbeit
entsprechend formulierte Hypothese (Kapitel 1.4) konnte also bestatigt werden.
In Folge dieser Arbeit werden entsprechende groRer angelegte Studien zur

Verifikation dieses Befundes durchgefuhrt werden.

Weiter wurden in dieser Studie Daten gewonnen die eine Rolle der
Monozytenaktivitat, des IL10 Spiegelverlaufes und des Quotienten aus IL1 und
IL10 in der Pathogenese des SIRS nahelegen. Es wurden folgende
experimentell begrindete Hypothesen generiert: a) In der Frihphase eines sich
entwickelnden postoperativen SIRS besteht eine profunde Anergie der
Monozyten die sich in der Folge wieder, eventuell auch Uberschiel3end, erholt.
b) In SIRS Patienten liegen deutlich niedrigere IL1p/IL10 Quotienten vor. Diese

Hypothesen missen und werden in Folgestudien untersucht werden.

Das SIRS ist keine einheitliche Pathologie im Sinne einer klassischen
Krankheit, es handelt sich vielmehr um einen Symptomenkomplex der zustande

kommt durch eine in ihrer Endstrecke gleichférmige Uberschiel3ende Reaktion
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des Immunsystems auf einen exogenen Reiz der nicht immer bekannt sein
muss. Es ist zum jetzigen Kenntnisstand durchaus denkbar, dass sich unter
dem Begriff SIRS mehrere in ihrer Pathogenese unterschiedliche
Krankheitsablaufe verbergen.

Die grolde interindividuelle Streubreite der Interleukinspiegel einerseits und die
zumindest potentiell interindividuell durchaus heterogene Pathogenese des
Symptomenkomplex SIRS andererseits lassen es mdglich erscheinen, dass die
zukunftige laborbasierte Diagnose eines SIRS sich ebenso nicht an einem Wert
festmachen Ilasst, sondern vielmehr ein ,Profiling® mehrerer Parameter,
inclusive der Berucksichtigung ihres Verhaltnisses zueinander umfasst. So ware
es denkbar, einen Score zu evaluieren, welcher IL18, IL10, den Quotienten aus

beiden Werten sowie das sTREM-1 und eventuell noch weitere Werte umfasst.

Bestlinde die Moglichkeit die Entstehung eines SIRS zu prognostizieren, so
wurde sich die Frage nach einer Therapie bzw. medikamentdsen Prophylaxe
anschlieflen. Inwieweit die Applikation von bekannten steroidalen- und
nichtsteroidalen antiinflammatorischen Medikamenten im prophylaktischen
Szenario sinnvoll ist, muss sodann in zuklnftigen Studien untersucht und
bewertet werden. Sicherlich ware die zuverlassige Prognostizierbarkeit eines
postoperativen SIRS auch ein  wesentlicher Stimulus flir die
pathophysiologische Forschung und fir die konsekutive Entwicklung neuer,

zielgerichteter Pharmaka.
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5. Zusammenfassung:

Das systemische inflammatorische Response-Syndrom (systemic inflammatory
response syndrome), kurz SIRS (ICD-10 R65) ist ein Klinischer
Symptomenkomplex infolge einer Entzindungsreaktion des gesamten Korpers.
Verschiedene Stimuli, unter anderem kardiale Operationen, kdonnen ein SIRS
auslosen. Die Entwicklung eines SIRS stellt einen wesentlichen Faktor der
Mortalitat und Morbiditat nach Operationen an der Herz-Lungen-Maschine dar,
die frihzeitige Diagnosestellung ist aber durch mangelnde Verwendbarkeit der
SIRS-definierenden Symptome im postoperativen Szenario erschwert. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, Laborparameter zu identifizieren, die eine
frihzeitige SIRS Diagnose abseits der klinischen Parameter ermoglichen.

Der Konzentrationsverlauf folgender Parameter wurde im perioperativen Verlauf
um eine Herzoperation herum in dieser Arbeit untersucht: IL1B3, IL2, IL6, IL8,
IL10, IFN-y und TNFa, sTREM-1, sCD163 und Endocan sowie cfDNA und die
Reaktivitat der Monozyten. Der Patienteneinschluss in die Studie sowie die
Probenentnahme erfolgten prospektiv, insgesamt wurden 21 Patienten in die
Studie eingeschlossen. FiUnf Patienten entwickelten ein SIRS, die
Konzentrationsverlaufe o.g. Parameter dieser Patienten wurden mit denen von
funf ausgewahlten (matching) Patienten, die kein SIRS entwickelten (kein-SIRS
Gruppe), verglichen. Blutproben, praoperativ. sowie von mehreren
Postoperativen Zeitpunkten wurden mittels multiplex-bead-based
Immunoassay, ELISA, PicoGreen-DNA-Nachweis und
Monozytenaktivierungstest (MAT) untersucht.

Die Zytokine IL2 und IFN-y konnten in beiden Studiengruppen aufgrund zu
geringer Plasmakonzentrationen praktisch nicht bestimmt werden, Uber sie
kann keine Aussage getroffen werden. Die Parameter IL2, IL6, IL8, TNFa,
sCD163, Endocan sowie cfDNA zeigten analysierbare Konzentrationsverlaufe
in beiden Gruppen, zumeist kam es postoperativ zu deutlichen
Konzentrationsanstiegen, zum Teil auch zu Konzentrationsabfallen. Jedoch
waren die Konzentrationsanderungen in beiden Untersuchungsgruppen

qualitativ gleichsinnig und die quantitativen Unterschiede gering, sodass
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genannte Parameter nicht zur Differenzierung zwischen kein-SIRS und SIRS
Patienten geeignet sind.

Die Reaktivitat der Monozyten im Monozyten-Aktivierungs-Test war in beiden
Studiengruppen zum Operationsende deutlich herabgesetzt, die Anergie war in
der SIRS Gruppe jedoch profunder. Dieser Befund kann zwar auch nicht zur
Differenzierung der Gruppen dienen, ist aber von pathogenetischem Interesse.
Der Parameter sTREM-1 war in der SIRS Gruppe zu jedem Zeitpunkt,
praoperativ- und frih postoperativ hdoher exprimiert als in der kein-SIRS
Gruppe, zudem ergab sich in der SIRS Gruppe eine nochmalige
Konzentrationserhbhung am Operationsende. sTREM-1 ermdglicht also eine
Differenzierung zwischen kein-SIRS und SIRS-Gruppe und ist zumindest
potentiell diagnostisch und prognostisch nutzbar.

Die Interleukine IL1p und IL10 zeigten zwar keine eindeutig pathologischen und
damit diagnostisch verwertbaren absoluten Konzentrationen, jedoch waren die
Konzentrationsverlaufe Uber den Untersuchungszeitraum zwischen der kein-
SIRS und SIRS Gruppe deutlich unterschiedlich. IL1p als zentrales
proinfammatorisches Zytokin zeigte zum Zeitpunkt Operationsende einen
signifikanten Konzentrationsanstieg in der SIRS Gruppe der in der kein-SIRS
Gruppe in dieser Weise nicht nachweisbar war. Auch das anti-inflammatorische
Zytokin IL10 zeigte zum Operationsende einen Konzentrationsanstieg der sich
im Weiteren in der kein-SIRS Gruppe noch fortsetzte wahrend es in der SIRS
Gruppe zu einem Abfall der Konzentrationen kam. Der Quotient aus IL13 und
IL10 war Uber den gesamten Untersuchungszeitraum zwischen der kein-SIRS
Gruppe (ca. 1,0) und der SIRS Gruppe (<0,5) unterschiedlich.

Zukunftige Studien werden die diagnostische Wertigkeit der in dieser Arbeit
identifizierten Parameter sTREM-1 und IL1B, sowie die Madoglichkeiten der
Erstellung individueller Konzentrationsprofile und der daraus resultierenden
dianostischen Moglichkeiten zur Friherkennung eines SIRS Uberprifen. Zudem
sollte die pathogenetische Bedeutung der profunden Monozytenanergie und der
auffalligen IL1B/IL10-Quotienten weiter untersucht werden um ein tieferes

Verstandnis der molekularen Pathogene des SIRS zu gewinnen.
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