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1 Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen fithren in ihrer Kausalitidt die deutsche Todesursachenstatistik
weiterhin maf3igeblich an und bedingen europaweit jéhrlich bei etwa 375.000 Menschen einen
Herz-Kreislaufstillstand [20;182]. Ein Herz-Kreislaufstillstand mit der Notwendigkeit
sofortiger kardio-pulmonaler WiederbelebungsmalBinahmen (CPR) stellt die Maximalvariante
eines unmittelbar lebensbedrohlichen Zustands eines Krankheitsbildes dar und kann als
Extrembelastung des Organismus interpretiert werden. In den westlichen Industrienationen
sind die Ursachen fiir einen priklinischen Herz-Kreislaufstillstand charakterisierend
abgebildet: So werden mit iiber 82 % Herzinfarkte und maligne Herzrhythmusstorungen,
gefolgt von Lungen- und Gehirnerkrankungen (9 %) sowie dulere Einwirkungen wie Unfall,
Ersticken, Vergiftung, Ertrinken, Suizid und weitere Erkrankungen als Kausalitét fiir einen
Kreislaufstillstand angegeben [160].

Die als Outcome bezeichneten Uberlebensraten werden von vielen Faktoren beeinfluBt:
Neben der zugrunde liegenden Ursache des Kreislaufversagens scheinen das Patientenalter,
priaexistente Vorerkrankungen sowie die zeitliche Koordination und Qualitidt der
lebenserhaltenden Reanimation selbst einen entscheidenden Einfluss auf den unmittelbar
primdren Erfolg eines als return of spontaneus circulation — ROSC bezeichneten
Spontankreislaufs zu haben [149].

Obwohl sich zahlreiche Arbeiten und Organisationen dieser Thematik mit dem Ziel
annechmen, dem dramatischen, akut lebensbedrohlichen Krankheitsbild ein besseres
Verstindnis und somit Therapiemoglichkeit anzubieten, bleibt die Prognose ernst. Sowohl die
Langzeitiiberlebensraten als auch die Uberlebensqualitit sind erniichternd.

Einigkeit besteht in der Einschitzung der Wichtigkeit der unmittelbar nach erfolgreicher
Wiederbelebung einsetzenden Postreanimationsphase post-resuscitation care. Sie beinhaltet

die weitere Kreislaufstabilisierung sowie die intensivmedizinische Behandlung und



Uberwachung zur Abwendung nachfolgender, zum Teil persistierender Schidigungen und
Schadigungsmechanismen. Die in dieser Phase dominierenden Mallnahmen beeinflussen die
Prognose signifikant [115;148]. Insbesondere die komplizierende pathophysiologische
Wirkung von einer notwendigen Reperfusion nach Ganzkorperhypoxie und die sich
moglicherweise dadurch ausbildende ,systemische® Inflammation mit konsekutiver
Organdysfunktion bis zum Multiorganversagen wird in der Literatur unter dem Begriff
,Postresuscitation Syndrome® subsumiert [32;143;175]. Die Auspragung dieser speziellen
Form der Inflammation in der friihen Phase nach kardiopulmonaler Reanimation hat einen
deutlichen Einfluss auf die Mortalitit und Morbiditdt des Patienten [62]. Dennoch ist bis
heute die Ursache fiir die Entstehung und Unterhaltung einer den gesamten Organismus
betreffenden postanoxédmischen systemischen Inflammation nach Kreislaufstillstand
unvollstindig geklart. Erste Serumanalysen an reanimierten Patienten in der unmittelbaren
Phase nach ROSC konnten spezielle, zelluldr sezernierte Proteine, sogenannte Zytokine,
welche Mediatorfunktion auf ein pro- oder antiinflammatorisches Verhalten des
korpereigenen Immunsystems zeigen, in diesem Zusammenhang identifizieren [60;66;181].
Insbesondere kann ein Ungleichgewicht der pro- und antiinflammatorischen Mediatoren zu
iberschiefenden Abwehrmechanismen mit potenziell fatalen Stérungen an Organsystemen
und Geweben fiihren, welche das schiddigende Primirereignis in der pathophysiologischen
Konsequenz fortsetzen oder sogar tibertreffen.

Zustidnde nach einer kardiopulmonalen Reanimation kdnnen eine systemische Inflammation
auslosen und den Tod der primér erfolgreich wiederbelebten Person zur Folge haben
[64;143].

Die Hintergriinde sollen im Folgenden niher beleuchtet werden.



1.1 Postresuscitation Syndrome, SIRS und Sepsis und deren Immunmodulation

Unter dem bereits in den 1960er Jahren gepragten Symptomenkomplex Postresuscitation
Syndrome werden pathologische Zustidnde nach einem iiberlebten Herzstillstand beschrieben,
welche im weiteren zeitlichen Zusammenhang zur Ischdmie und Hypoxie stehen [142]. Somit
kann das Postresuscitation Syndrome als spezielle Form eines Systemic Inflammatory
Response Syndrome — SIRS verstanden werden [16;143;144]. Hierunter subsumiert man ein
generalisiertes Entziindungsgeschehen, welches durch die Ausschiittung von zundchst
hauptsdchlich pro- inflammatorischen Zytokinen und anderen Entziindungsmediatoren
charakterisiert ist. Die Entwicklung eines SIRS kann als Folge einer erheblichen Schadigung
des Organismus gedeutet werden. Seit 1991 wurde eine einheitliche Definition des Begriffes
SIRS durch die amerikanischen Gesellschaften American College of Chest Physicians - ACCP
und der Society of Critical Care Medicine - SCCM eingefiihrt. Demnach imponieren hierbei
klinisch mindestens zwei der folgenden Faktoren [17]:

1. Korpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C

2. Tachykardie > 90 Herzschldge pro Minute

3. Tachypnoe mit Atemfrequenzen > 20 pro Minute oder paCO; < 32 mmHg

4. Leukozytose oder Leukopenie mit >12,0 oder < 4,0 Leukozyten/nl

oder Nachweis von mehr als 10% unreifer (stabkerniger) neutrophiler Granulozyten.

Demgegeniiber wird der Begriff Sepsis als SIRS infolge einer Reaktion auf pathogene Keime
und deren Produkte aus einem Infektionsherd betrachtet. Diese gelangen in den Blutstrom und
aktivieren die groflen biologischen Kaskaden- und Zellsysteme zur Bildung und Freisetzung
humoraler und zelluldrer Mediatoren [120].

Mehrere Ursachen scheinen flir die Ausbildung eines Postresuscitation Syndrome

verantwortlich zu sein: Neben der generalisierten Hypoxie gibt es Hinweise, dass ebenso die



notwendigerweise einsetzende Reperfusion und Reoxygenierung sowie Mikroinfarzierungen
und neuronale Lésionen schidigend einwirken [21;68;174]. Die Letalitét in dieser Phase wird
entscheidend von dadurch entstehenden Funktionsstorungen anderer lebenswichtiger Organe
mitbestimmt, welche urspriinglich nicht ursédchlich fiir den stattgehabten Kreislaufstillstand
verantwortlich waren. Aus klinischer Sicht werden diese Funktionsstrungen als Multiple
Organ Dysfunction Syndrome (MODS) beschrieben, einem akuten Krankheitszustand, wobei
eine Homoostase ohne Intervention nicht aufrecht zu erhalten ist, bis hin zur Maximalvariante
des mehrfachen Organ-Versagens oder Multiple Organ Failure (MOF) [11;16;29]

Lange Zeit wurde postuliert, dass ein septisches Krankheitsbild durch rein
proinflammatorische Ursachen erkldrt werden kann. Aktuell gilt es jedoch als ausreichend
gesichert, dass eine Sepsis auch von einer antiinflammatorischen Komponente begleitet wird
[30;31].

So konnen zeitabhédngig freigesetzte antiinflammatorische Zytokine eine Immunsuppression
fordern. UberschieBende kompensatorische Reaktionen kénnen zu einer Immundysfunktion
im Sinne eines compensatory anti-inflammatory response syndrome — CARS fiihren. Diese
Immunparalyse mit resultierender verminderter Resistenz gegeniiber viralen, bakteriellen oder
fungiformen Infektionen kann wiederum eine begleitende Entziindungsreaktion aggravieren
und erneut multiple Organfunktionsstérungen bis hin zum multiplen Organversagen - MOF
ausbilden.

Aktuell werden zwei Theorien iiber das zeitliche Aufeinandertreffen von SIRS und CARS
diskutiert (siche Abbildung 1): Die Sepsis Serial Theory postuliert ein zeitlich versetztes
Auftreten von CARS nach SIRS. Somit reagiert der Organismus nach einer systemischen
Inflammation auf Fremdorganismen im Sinne einer {berschieBenden endogenen
Abwehrreaktion mit einer anschliefend durch die Kompensationsmechanismen geprigten

Phase der Immunsuppression [18].



Demgegeniiber verdichten sich in jiingerer Zeit Hinweise, das SIRS und CARS anndhernd
zeitgleich, im Sinne der Sepsis parallel theory, zur entsprechenden Auspragung kommen
konnen. Cavaillon et al. postulieren organabhingige, unterschiedlich ausgepragte pro- und
anti-inflammatorische Situationen in einem Organismus (sog. ,,Cross-talk) [29;31;169].

Insbesondere das Zusammenspiel der Wirkung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen
wird bei beiden Theorien als ursdchlich betrachtet. Ferner erscheint es in diesem
Zusammenhang  von essentieller ~ klinischer =~ Bedeutung, die vorliegende

Inflammationssituation zeitnah diagnostisch zu erfassen.

Stimulus Inflammation

Sepsis
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Abbildung 1 Sepsis/SIRS/CARS Modell: sequentielles Auftreten von SIRS gefolgt von CARS bei der

seriellen Theorie, bzw. zeitgleiches Vorliegen von SIRS und CARS im Sinne der parallelen Theorie.

Nach: Ronco et al. 2004 [171]



1.2 Unspezifische und spezifische Mechanismen des Immunsystems

Zu dem unspezifischen Immunsystem, welches phylogenetisch dem spezifischen
Immunsystem vorausgeht, werden physiologische Barrieren wie Epithelien, Schleimhaut, zur
Phagozytose befahigte Zellen wie Monozyten und Markrophagen, neutrophile Granulozyten
(PMN),  dendritische  Zellen, natiirliche  Killer-Zellen  (NK-Cells aus  T-
Lymphozytenvorldufern) sowie unspezifische, humorale Faktoren wie zum Beispiel das auf
dem alternativen Weg aktivierte Komplementsystem gezahlt. Diese sind ausschlaggebend fiir
eine suffiziente, nicht-adaptative, immunologische Erstantwort auf krankheitserregende
Pathogene.

Das phylogenetisch jlingere, spezifische Immunsystem hat die adaptative Eliminierung
korperfremder Molekiile und Molekiilaggregate zur Aufgabe, welche als Antigene bezeichnet
werden. Es ist imstande, diese Féhigkeit zu erlernen, was es moglich macht, auch neue
chemische Verbindungen als Antigene zu erkennen und dagegen hochspezifische Antikorper
zu bilden. So sind neben Antigen-prisentierenden Zellen (APC) im wesentlichen B- und T-
Lymphozyten durch klonale Selektion bei Erstkontakt mit einem Antigen in der Lage,
lebenslange Immunitét zu gewéhrleisten.

Nur durch ein gut koordiniertes Zusammenspiel der unspezifischen und spezifisch-
adaptativen Immunabwehr wird die komplexe Immunreaktion des Organismus ermoglicht
[19].

Aus fritherer Literatur geht hervor, dass sich ein SIRS zeitlich an der Aktivierung des
unspezifischen Immunsystems [107;190] und CARS dem des spezifischen Immunsystems
[54;196] zuordnen lieBe. Arbeiten aus jiingerer Zeit liefern jedoch Hinweise, dass durch die
enge Interaktion beide Abwehrsysteme zur entsprechenden Immunmodulation befdhigt sind

[106].



1.3 Humorale Mechanismen

Uber eine Freisetzung immunologisch aktivierender Metabolite wie Sauerstoffspezies,
Stickstoffmonoxid und Eikosanoide kommt der Komplementaktivierung liber den klassischen
und alternativen Weg eine entscheidende Rolle als Initiator einer Entziindungsreaktion beim
Gewebeuntergang nach Ischdmie und Reperfusion zu [76;99;117;123;199]. Zu den
physiologischen Auswirkungen der Komplement-Aktivierung zdhlen Opsonierung,
Aktivierung von Leukozyten, Zytolyse und anaphylaktische Aktivitit. Findet jedoch eine
iiberschiefende Komplement-Aktivierung durch nachhaltigen Zellstress statt, so kann durch
Deplettierung der Komplementfaktoren ein Zusammenbruch der initialen Abwehrkette des
Individuums verursacht werden [42]. Nach Reperfusion erfolgt eine Aktivierung der pro-
inflammatorischen Peptide C3a und C5a. Diese sog. Anaphylatoxine fithren zum Zellschaden
tiber die Komplementkaskade C5b - C9 mit Ausbildung des Membranangriffskomplexes
(MAC), welcher iiber Konvertasen den klassischen und alternativen Weg der Komplement-
Aktivierung abschlie8t [194]. C3a wirkt direkt {iber G-Protein gekoppelte Rezeptoren, wie sie
an Granulozyten, Monozyten und Mastzellen sowie auf aktivierten Lymphozyten und
neuralem Gewebe zu finden sind.

Die in diesem System entstehenden Anaphylatoxine sind unmittelbar verkniipft mit der
Hochregulation inflammatorischer Zytokine und weiteren Entziindungs-unterhaltenden
Mechanismen [133].

Auch der gemeinsam generierte Membranangriffskomplex (MAC) ist in der Lage, bei
tiberschiefender ~Immunaktivierung stimulatorisch auf Neutrophile, Makrophagen,
Thrombozyten, Endothelzellen und andere Zellen zur Bildung von Leukotrienen und

Prostaglandinen einzuwirken.



Eine Insertion des MAC mit Leukozyten und Thrombozyten kann ebenso zu einer vermehrten
Liberation von reaktiven Sauerstoff-Metaboliten (ROI - reactive oxygen intermediates) und
Zytokinen fiihren [75;176].

Im Sinne eines Feedbacks kann dies wiederum eine durch Zytokine getriggerte erhohte
Komplementsynthese auslosen [133].

Durch endotheliale Translokation und sowie durch Expression von Hypoxie-sensitiven
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder HIF werden Adhésionsmolekiile wie p-Selektin und
interzelluliares Adhdsionsmolekiil 1 (ICAM-1) freigesetzt, was eine Leukozytenaktivierung
auf der endothelialen Oberfliche bewirkt [124;198]. Begleitend werden durch neutrophile
Granulozyten toxische reaktive Sauerstoffmetabolite (ROI) freigesetzt. Aktivierte Leukozyten
liberieren pro- und antiinflammatorische Zytokine und sind zur Diapedese befdhigt [192].
Durch diesen Prozess verdndert sich die GefaBBpermeabilitit. Auch werden
Koagulationsprozesse und Plattchenaggregation, mit nachhaltigem Effekt auf mehrere
Organsysteme, aktiviert [88;109;192].

Vorausgegangene Studien anderer Autoren konnten eindeutig belegen, dass unter
ischdmischen = Bedingungen die  systemische = Konzentration von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen verdndert ist [3;5;108]. Im Gesunden scheint ein
Aquilibrium zwischen Mediatoren der Immunologischen Abwehr und deren Inhibitoren
vorzuherrschen. Dennoch ist in der Gesamtheit das tiberaus komplexe Wechselspiel der am

postischdmischen Inflammationsgeschehen beteiligten Faktoren unzureichend charakterisiert.

14 Zelluldre Mechanismen

Grundlage der beschriebenen morphologischen und funktionellen Verdnderungen bilden

Interaktionen zwischen aktivierten polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten (PMN,

Neutrophile) und aktivierten Endothelzellen, sowie die programmierte Expression von



Adhéasionsmolekulen als Grundlage einer Sequenz molekularer Interaktionen, die zur
Aktivierung, Adhidsion und transendothelialer Migration zirkulierender Leukozyten ins
Gewebe flihren [65]. Ferner beeinflusst diese unspezifische Entziindungsreaktion auch die mit
einer gewissen Latenz auftretende, iber Thl / Th2 Lymphozyten vermittelte, adaptive
Immunabwehr.

Im Vordergrund steht hierbei die Interaktion zwischen dem Monozyten / Makrophagen-
System und dem T- / B- Zell-Lymphozytensystem: durch Internalisieren von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) wird das intrazelluldr proteolysierte Antigen fragmentiert und
mittels des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klasse II auf der Zelloberflache
prasentiert. Die somit iiber den T-Zellrezeptor aktivierten T-Lymphozyten ldsen eine
Sekretion spezieller Zytokine aus, welche zur weiteren Proliferation der T-Zellpopulation und
Stimulation der APC’s befdhigen. Ferner fiihrt diese Aktivierung zur Differenzierung
zytotoxischer CDs-Lymphozyten zu einer Signaltransduktion und somit differenzierten
Genexpression mit Synthese von Membranporen-bildenden Perforinen und Proteasen.
Weiterhin erfolgt eine Differenzierung zu CDs-T-Helferzellen und inflammatorischen CD4-T-
Lymphozyten (Thl / Th2) welche wiederum zur Produktion spezifischer Zytokine befahigt
sind. Nach dem sogenannten Thl / Th2 Paradigma steuern Thl-Zellen die Immunantwort in
eine zelluldr betonte Richtung, wihrend Th2-Zellen die Immunantwort in eine humoral
betonte Richtung dirigieren [10;113]. Durch Antigenkontakt am B-Zellrezeptor kann sich die
B-Zellpopulation in komplexen Reaktionswegen zu hoch-spezifischen, Antikorper-
produzierenden Plasmazellen entwickeln.

Aufgrund der beschriebenen, vorrausgesetzten Anwesenheit von Antigenen wurde eine
bakterielle Beteiligung an der Ausbildung eines SIRS lange kontrovers diskutiert.
Ausreichend erkldrt ist inzwischen eine Darm-assoziierte, bakterielle sowie pro-
inflammatorische Beteiligung, welche im ischdmischen, hypoperfundierten Zustand in der

Lage ist, Endotoxine und Bakterien mit deletiren Folgen iiber den Lymphstrom systemisch zu



translozieren [41;43;78]. Demgegentiiber vertritt man mit zunehmender Kenntnis iiber die
spezifischen Ablaufe ein differenzierteres immunologisches Kompartimentmodell des
Organismus mit Augenmerk auf die Wechselwirkung der pro- und antiinflammatorisch
zuzuordnenden Gewebe (cross-talk) [31]. Auf =zellulirer Ebene betrachtet, soll eine
zytokinvermittelte Verlagerung des Thl zum Th2 dominierenden Profils auf einen addquaten
Antigen-Stimulus Ursache sein. Ein Unvermogen dieser Th1l / Th2 -Balance wird durch den
Begriff der Anergy subsumiert [169], welche im klinischen Verlauf mit infektiologischer
Entwicklung eines MOF und schlechtem Outcome identifiziert wurde [83].

Ein wesentlicher Bestandteil des postischdmischen Reperfusionssyndroms (I/RS) und der
durch den entstehenden Gewebeschaden verbundenen inflammatorischen Antwort ist die
Leukozyten-Endothelinteraktion (LEI). Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie ist es gelungen,
mikrozirkulatorische Parameter wie Gefdlbreite, Kapillardichte, BlutfluB sowie das
interaktive Wechselspiel zwischen Leukozyten und Endothel in Echtzeit zu visualisieren:

Bei einer Entziindungsreaktion wird die Expression von Adhisionsmolekulen durch vermehrt
freigesetzte Chemokine, Zytokine, Endotheline und anderen Mediatoren [103] gesteigert.
Eine dadurch hervorgerufene stabile Adhésion ermdglicht die Extravasation der Leukozyten
und Migration mit konsekutiver zelluldrer Entziindungsreaktion und verstarkter
Radikalenproduktion im infiltrierten Gewebe.

Hierbei spielen vor allem die Neutrophilen in der iiberlebensnotwendigen Reperfusionsphase
nach Ischdmie im postkapilldren, venuldren Stromgebiet eine entscheidende Rolle
(sogenanntes ,,reflow-paradoxon®) [130]: Verschiedene Familien der CAM’s (Cell Adhesion
Molecules) bedingen eine Akkumulation am Entziindungsort [26;94].Dabei mediieren P- und
E- Selektine den ersten Schritt der Leukozytenadhésion [79]. P-Selektin triggert das ,,slow-
rolling* und somit die zunéchst reversible Adhdsion der neutrophilen Granulozyten. Eine
selektininduzierte Synthese von IL-8 bewirkt eine Aktivierung von B-Integrinen auf den

Neutrophilen. Durch Hochregulation der Expression von Immunglobulin-dhnlichen

10



Adhisionsmolekiilen (ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 und weitere) sowie Integrinen auf
Endothelzellen, wird eine bestindige Liberation von Leukozyten und Extravasation mit
Gewebeinfiltration induziert. Adhérente Leukozyten sind in der Lage, eine Vielzahl von
Zytokinen freizusetzen [89]. Diese konnen ein Entziindungsgeschehen entscheidend
mediieren, chemotaktisch wirken und somit zu einer weiteren Leukozytenmigration und
Freisetzung von Adhésionsmolekiilen beitragen [191].

Die verantwortlichen intrazelluldren Initialmechanismen, welche die Steuerung
postischdmischer Abwehrfunktionen auf zellulirer Ebene induzieren, sind bislang
unzureichend charakterisiert. Es existieren Hinweise, dass die Bildung von
immunmodulatorisch ~ wirksamen  Effektorproteinen  (Zytokine/Chemokine,  Zell-
Oberflachenmolekiile, Proteasen, Inhibitoren etc.) iiber spezielle Signaltransduktionskaskaden
gesteuert wird. Dieser Anhalt ldsst sich durch eine verdndert messbare Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-xB, AP-1, AP-2, STAT-family, SOCS etc.) untermauern,
wodurch das mRNA-Expressionsprofil zahlreicher Gene nachhaltig beeinflusst wird
[33;112;197].

Es scheint plausibel, das im Rahmen einer den ganzen Organismus betreffenden Ischimie

- wie bei reanimationspflichtigem Kreislaufversagen - pro- und antiinflammatorische
Zytokine das im Detail unzureichend charakterisierte Wechselspiel der zelluldren und
humoralen Entziindungsmechanismen entscheidend beeinflussen. Daher wurde in der
vorliegenden Studie iiberpriift, ob sich ausgesuchte Surrogatparameter sowohl intrazellulér
auf mRNA- Ebene, als auch auf der systemisch messbaren Proteinebene zur ultrafrithen

Detektion von Inflammationsmustern eignen.

1.5  Zytokine

Unter Zytokinen versteht man hormonéhnliche, zellregulatorische Proteine oder

Glycoproteine von relativ geringer Molekiilmasse (< 60 kDa), welche von verschiedenartigen
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Zellen, vornehmlich T-Lyphozyten und Makrophagen, gebildet werden. Die Bezeichnung
implementiert bereits, dass nahezu alle kernhaltigen Zellen zur Zytokinsynthese befahigt sind,
welche essentielle biologischen Leistungen wie Zellwachstum, Zelldifferenzierung und —
Aktivierung, Entziindung, Immunitidt, Gewebsreparation, Fibrose, Angiogenese und
Morphogenese reguliert. Dieser von hochaffinen Rezeptoren abhdngige, multifunktionale
Wirkungsgrad wird auch als ,,Pleiotropie® bezeichnet.

Ihre Wirkung kann sich parakrin bzw. juxtakrin (in rdumlicher Ndhe zum Produktionsort),
autokrin (auf die produzierende Zelle selbst) oder endokrin via Blutstrom alio loco systemisch
entfalten. Trotz lhrer geringen Halbwertzeit zwischen Sekunden und Minuten besitzen
Zytokine einen iiberaus hohen Wirkungsgrad auch in sehr geringen, femtomolaren (10™"°)
Konzentrationen und werden auf jeden Stimulus hin neu synthetisiert [59]. Da formal
verschiedene Zytokine einen vergleichbaren Effekt hervorrufen koénnen, wird ihre Wirkung
als redundant beschrieben. Somit erklért es sich, dass fiir biologische Effekte oftmals mehrere
Zytokinkaskaden verantwortlich sind, bei denen die Hauptwirkung von einem nachgelagerten
Zytokin verursacht wird. Die Fahigkeit, auf die Expression anderer Signalmolekiile
einzuwirken, ist ein wichtiger regulativer Bestandteil bei immunologischen Prozessen.
Natiirlich liegt es auBerhalb der Mdglichkeiten dieser Arbeit, alle bis dato identifizierten
Zytokine zu charakterisieren, dennoch versucht man heute Zytokine anhand ihrer i)
Funktionalitét, ii) ihrer molekularbiologischen Struktur, oder iii) ihrer Zuordnung zu den
korrespondierenden Zytokinrezeptoren zu klassifizieren.

Von der Bezeichnung nach Threm zelluliren Ursprung wie vom Monozyten- /
Makrophagensystem produzierte Monokine, oder von Lymphozyten gebildete Lymphokine
wurde in jiingerer Zeit Abstand genommen [47].

Eine klinisch gebrduchliche Einteilung anhand ihrer pro- und/oder antiinflammatorischen

Mediatorfunktion im Rahmen von Entziindungsgeschehen hat sich bewihrt.
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Hinsichtlich ihrer Funktionalitit oder Herkunft lassen sich Zytokine in entsprechende
Subgruppen unterscheiden:

Ubersicht funktioneller Zytokinfamilien (aus: Loppnow, H. 2001 [122]):

Interferone (IFN)
- Interleukine (IL)
- Tumornekrosefaktoren (TNF)
- Koloniestimulierende Faktoren (CSF)
- weitere Zytokinklassifikationen, wie:
0 héamatopoetische Wachstumsfaktoren
0 chemotaktische Chemokine
0 ,,Virukine*
Uber die Kinetik relevanter, sowohl intrazelluldr als auch systemisch nachweisbarer ,,whole-
body* -ischdmie-sensitiver pro- und antiinflammatorischer Zytokine ist bisher jedoch sehr
wenig bekannt. Anhand erster Microarray- Untersuchungen konnten semiquantitativ einige
vielversprechende Faktoren dargestellt werden, welche in dieser Analyse Eingang fanden und

im Folgenden dargestellt werden sollen.

1.5.1 Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)

Es ist davon auszugehen, dass erste Wirkungsbeschreibungen des Tumornekrosefaktors
(TNF) wahrscheinlich schon im 19. Jahrhundert niedergelegt wurden [122]. 1975 konnte nach
Endotoxininjektion bei Bacillus Calmette Guérin (BCG) -infizierten Mausen ein Serumfaktor
beschrieben und isoliert werden, welcher eine Nekrose von Tumorzellen induzieren kann
[28]. Hauptvertreter dieser Zytokinfamilie stellt der pro- inflammatorische TNF-a dar,
welcher vor allem vom Monozyten/Makrophagen System, NK-Zellen, und CD,-T-

Lymphozyten gebildet und hiufig mit IL-1 und anderen Zytokinen sezerniert werden kann.
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Aber auch periphere PMN, glatte Muskelzellen, Fibroblasten und weitere sind zur TNFa-
Produktion befdhigt, welches als Reaktion auf einen infektiosen Stimulus zu bewerten ist.
Insbesondere Lipopolysaccharide (LPS; enthalten in der dufleren Membran gram-negativer
Bakterien) sowie auch gram-positive Bakterien, Pilze, Mycoplasmen, Tumorzellen, Zytokine,
Mitogene, Proteinkinase C-Aktivatoren, Brandykinin, Immunkomplexe, Substace P,
Inhibitoren der Cyclooxygenase und PAF (platlet activating factor) stimulieren die Synthese
[82]. TNF-a zeigt ein extrem breites biologisches Wirkspektum und gilt als Hauptmediator
bei toxischem Schock und gram-negativer Sepsis. Daneben flihrt TNF-a zu vielfdltigen
Endothelverdnderungen in vivo mit prokoagulatorischen Effekten und wird mit
pathologischen Ereignissen wie disseminierter intravasaler Gerinnung, Vaskulitis,
Phlebothrombose und Artheriosklerose in Verbindung gebracht. TNF-a ist unter
physiologischen Bedingungen fiir eine addquate Immunantwort nétig und wirkt auf
Neutrophile chemotaktisch, jedoch fiihrt eine {iberschieBende Expression zu pathogenen bis
letalen Zustanden [15;24].

TNF-a stimuliert die Proliferation von T-Zellen in Anwesenheit von IL-2. In Abwesenheit
von IL-2 kann es die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen veranlassen. Ferner wird
eine Expressionsteigerung von MHC- Klasse I und II - Antigenen, Adhdsionsmolekiilen und

Endothelzellen beschrieben [47].

1.5.2 Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 besteht aus 178 Aminosduren und besitzt als Monomer ein Molekulargewicht von 18
kDa. Potente Expressionsstimuli stellen Endotoxine und TNF-a dar. Urspriinglich wurde das
anti-inflammatorisch wirksame IL-10 als Produkt von Th2-Lymphozyten identifiziert,
welches die Produktion von Thl-Zellen hemmt [57]. Spéter konnte ebenso eine Suppression

der Th2-Antwort herausgearbeitet werden [44]. Neben Th2-Zellen sind auch Thl-
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Lymphozyten [44], Monozyten / Makrophagen [40], Keratinozyten [53] und Epstein-Barr-
Virus (EBV) - infizierte B-Lymphozyten [22] zur Produktion von IL-10 befdhigt. Hierbei
werden Spitzenkonzentrationen nach Stimulation im Vergleich zu anderen Zytokinen erst
nach 24-48 h erreicht [40]. IL-10 hat zahlreiche regulatorische Wirkungen auf das
Immunsystem: Zusammen mit TGF-f reprisentiert IL-10 eines der wichtigsten anti-
inflammatorischen Zytokine zum Erwerb einer Immuntoleranz und wirkt somit protektiv vor
iiberschieenden Immunreaktionen [72]. So hemmt IL-10 die lymphozytire Thl-
Immunantwort und unterstiitzt somit die Th2-Reaktion durch Suppression der
Zytokinsynthese von NK-Zellen [135]. Ebenso wie andere Th2-Zytokine stellt IL-10 einen
potenten aktivierenden Wachstumsfaktor fiir B-Lymphozyten dar [172]. Erste Analysen
legten nahe, dass IL-10 -abhingige, inhibierende Zytokinsyntheseeffekte durch eine
verminderte Kapazitdt der Antigenprdsentation von Makrophagen und dendritischen Zellen
hervorrufen werden [58]. Inzwischen existieren Hinweise, dass IL-10 auch einen direkt
inhibierenden FEinfluss auf eine pro-inflammatorische Zytokinproduktion besitzt und
modulierend auf Transkriptionsfaktoren wie NFkB und dem JAK-STAT-Signalweg einwirkt
[72]. Ferner induziert IL-10 das synergistisch wirksame, anti-inflammatorische Zytokin IL-

Ira und inhibiert die Expression von Adhdsionsmolekiilen [98;137].

1.5.3 Interleukin 1-Rezeptorantagonist (IL1-ra)

IL1-ra ist der natiirliche Antagonist der IL-1 Familie und konnte in Uberstinden kultivierter
Monozyten zundchst als ,,IL-1 Inhibitor* identifiziert werden [8]. Das nach Glycosylierung
22-25 kDa grofle Protein mit einer 26 prozentigen Stukturhomologie zur IL-1 Familie ist in
der Lage, am IL-1 Rezeptor mit vergleichbarer Affinitdit im Sinne eines kompetetiven
Inhibitors zu binden, jedoch ohne der Zelle ein Signal zu iiberbringen [74]. Die inhibierende

biologische Wirkung ist also im Zusammenhang mit den korrespondierenden Agonisten IL1-
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alpha und IL1-beta an den membranstindigen oder l6slich-extrazelluldren IL-1 Rezeptoren
(RI oder RII) zu verstehen: Auch diese Mediatoren werden mit einer Vielzahl an pro-
inflammatorischen Wirkungen in Zusammenhang gebracht. Durch Modulation anderer
Zytokine wie Interleukine, Tumor Nekrose Faktor und Kolonie-stimulierender Faktor (CSF)
wird durch ihr frilhes Erscheinen im Rahmen von chronischen Entziindungserkrankungen,
Sepsis und himatopoetischen Defekten ihre Schliisselrolle deutlich [46]. Fiir deren
physiologischen Antagonisten (IL1-ra) existieren eine intrazellulire Variante mit zwei
Isoformen (icIL1-ral und icIL1-ra2), sowie eine sekretorische Variante ([soluble] sIL1-ra).
Die intrazelluldre Variante kann in Ermangelung eines Signalpeptids nicht wie die sIL1-ra
sezerniert werden [46]. Neben Monozyten sind bekanntlich  Gewebsmakrophagen,
polymorphonukleare  Neutrophile, Hepatozyten, Fibroblasten, ~Chondrozyten und
Keratinozyten in der Lage, sekretorisches IL1-ra zu synthetisieren. Zu den bisher
charakterisierten addquaten Stimuli fiir die IL1-ra Synthese zéhlen LPS, IL1-alpha und beta,
IL-3, GM-CSF und Transforming Growth factor-beta (TGF-B), sowie die als anti-

inflammatorisch geltenden Zytokine IL-4, IL-10, und IL-13 [7;97;173].

1.5.4 Interleukin 8 (IL-8)

IL-8 zéhlt aufgrund seiner chemo-attraktiven Eigenschaft zu den pro-inflammatorischen
Chemokinen. Nicht glykolisiert besitzt es ein Molekulargewicht von 8,3 kDa und zéhlt
stukturell aufgrund seiner Cystein-Aminosdure Konfiguration zu den C-C- Chemokinen
[9;128]. Wegen seiner herausragend mediierend- stimulierenden Eigenschaft auf neutrophile
Granulozyten trug IL-8 nach seiner Erstbeschreibung 1987 Namen wie Neutrophil Activating
Factor (NAF) oder Neutrophil Activating Protein 1 (NAP-1) und weitere, welche
nomenklatorisch auf die biochemische Funktion oder den Ursprung der Isolation schlieen

lieBen [55;177]. Urspriinglich wurden Monozyten als Hauptentitidt der IL-8 Produktion
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angenommen. Mittlerweile lieBen sich nach addquater Stimulation mittels IL1-a, IL1-f, IL-2,
IL-3, TNF, GM-CSF oder Lipopoysacchariden auch Endothelzellen, Hepatozyten, T-Zellen,
Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen als Produktionsort fiir 1L-8
nachweisen [61;184;189]. IL-8 wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und
verstarkt den ,,respiratory burst“ dieser Zellen, einer Stoffwechselsteigerung mit Bildung von
Peroxid- Radikalen zur Erregerbeseitigung und Liberation von Proteasen, Superoxiden und
weiteren inflammationstypischen Substanzen [127]. Des weiteren wirkt IL-8 chemotaktisch
und stimulierend auf Lymphozyten [71] und zusammen mit TNF-a, IL-1 und IL-6 regulierend
auf das Expressionsverhalten von Adhdsionsmolekiilen auf Endothelzellen [136]. IL-8 ist im
Vergleich zu anderen Zytokinen relativ milieustabil im Bezug auf pH- Wert und Temperatur.
Nach  Injektion  von  Lipopolysaccharid  (LPS) sind  bereits nach  2h
Serumkonzentrationsanstiege Zu verzeichnen, welche nach 12h wieder
Ausgangskonzentrationsniveaus erreichen [126]. Neben IL-8 Rezeptoren auf den oben
genannten  Entititen besitzen Erythrozyten und Endothelzellen einen Duffy-
Blutgruppenrezeptor (Fy a+b)- dhnlichen unspezifischen Rezeptor (Duffy antigen / receptor
for chemokines, DARC) mit hochaffiner, langanhaltender Bindungskapazitit fiir IL-8
[38;159]. An DARC- ligiertes IL-8 verhélt sich biologisch wirkneutral und stellt einen Pool
fiir IL-8 dar, da es wieder ins zirkulierende Plasma liberiert werden kann [166].

Klinisch wird in der aktuellen Literatur zunehmend auf die Bedeutung von IL-8 aufgrund
seiner biologischen Eigenschaften hingewiesen: So findet in Studien IL-8 zunehmend
interdisziplindre Beachtung bei entziindlichen Erkrankungen der Atemwege [92], Tumoren
[36], strukturellen Herzerkrankungen wie Myokardinfarkt [52] und - allen voran - septischen
Krankheitsbildern [84]. Oftmals wird aufgrund der Kinetik der Serumkonzentration auf die

Schwere eines entsprechenden Krankheitsverlaufs geschlossen [91;179].
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1.5.5 Poly-Morpho-Nukleére-Elastase (PMN-Elastase)

Elastase aus polymorph- kernigen Granulozyten (PMN-Elastase) zihlt zu den Serinproteasen
und liegt in hoher Konzentration (3-5pg/ 10° Zellen) in den azurophilen Granula als
Glycoprotein mit einer Molekiilmasse von ungefdhr 33 bis 36 kDa vor [45;152].
Bekanntermaflen kommt neutrophilen Granulozyten als priméren Abwehrzellen im
Entziindungsgeschehen eine besondere Rolle zu: Das proteolytische Enzym weist bei
neutralem pH-Wert sein Aktivitdtsmaximum auf und ist mit geringer Substratspezifitit in der
Lage, Fibrinogen, Fibronectin, Kollagen, Elastin, Plasminogen und Immunglobuline (IgG,
IgM) in 16sliche Fragmente aufzuschlieBen. Zu den humoralen Proteinsubstraten zdhlen ferner
die Komplementfaktoren (C1-C5, C9), Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren (II, V, VII, VIII,
IX, X, XI, XII, XIII), Proteinaseinhibitoren (o,-Makroglobulin, Antithrombin III, o5-
Plasmininhibitor, a;-Antichymotrypsin, Cl-Inaktivator, Trypsininhibitor) sowie weitere
Proteine. Ferner konnte experimentell die Proteolyse von Zellen wie Thrombozyten, Epithel-
und Endothelzellen, B-Lymphozyten und Monozyten beobachtet werden [85;100].
Physiologischerweise induziert Elastase den intrazelluldr-phagolysosomalen Abbau von
phagozytiertem Material. Eine iiberschieBende Reaktion kann jedoch zur Liberation von
Elastase und weiteren proteolytischen Faktoren im Extrazellularraum mit deletiren Folgen
wie Matrixschdaden am Lungengewebe, angiogener Basalmembran oder Kollagen fiihren [45].
Die extrazelluldre Aktivitit der Elastase wird durch den physiologischen, in hoher
systemischer Konzentration vorliegenden Gegenspieler Alpha-1-
Antitrypsin/Proteinaseinhibitor (al-PI) reguliert, welcher die systemische Wirkung von
Elastase durch irreversible Komplexbildung innerhalb von Millisekunden inhibieren kann
[25]. Einen weiteren, wenn auch weniger potenten Inhibitor stellt a,-Mikroglobulin (0,M)
dar. Durch die im Vergleich zu a1-PI 10fach geringere Anzahl an Elastase-bindenen Guppen,

reduzierte Plasmakonzentration und Substrataffinitdt wird der substanzielle Wirkungsgrad
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von al-PI deutlich [25;151]. Unzureichend wirksame Alpha 1-
Antitrypsin/Proteinaseinhibitor- Konzentrationen, zum Beispiel durch Inhibition mittels
Oxidantien im Rahmen von ,respiratory burst®, oder Freisetzung von lysosomalen
Cysteinproteinasen Cathepsin B und K, konnen zu einer unkontrollierten Elastase-Aktivitét
filhren. Ein Mangel an Alpha 1-Antitrypsin/Proteinaseinhibitor konnte bereits als Risikofaktor
fiir strukturelle Gewebestorungen, zum Beispiel Lungenemphysem identifiziert werden [25].
Dariiber hinaus konnte in weiterfiihrenden Studien die proinflammatorisch, proteolytische
EinfluB der PMN-Elastase bei Sepsis und SIRS erhirtet werden [139;188]. Ferner
pradisponieren erhohte PMN-Elastase Konzentrationen préadiktiv bei SIRS zu respiratorischen
Komplikationen [111;185].

Die Konzentration des PMN-Elastase/Inhibitor- Komplexes korreliert mit der Menge an
freigesetzter PMN-Elastase und ist somit ein Mal} fiir die Aktivitdt der Granulozyten im

Entziindungsgeschehen.

1.6 Methodische Aspekte

Die geschilderten Zusammenhénge lassen erkennen, dass pro- und antiinflammatorisch
wirksamen Zytokinen eine entscheidende Bedeutung bei der Entstehung und Regulation einer
immunologischen Abwehrreaktion nach reanimationspflichtigem Kreislaufversagen und
Ganzkorper-Ischdmie zukommt. Studien, welche isolierte Zellentititen als Hauptaugenmerk
der Zytokinsynthese betrachten, lassen offen, ob weitere Zellverbidnde nicht einen
mitentscheidenen Einfluss auf das immunologische Wechselspiel des Organismus haben. Da
nahezu alle kernhaltigen Zellen zur Zytokinsynthese befdhigt sind, liegt die Vermutung einer
Mitbeteiligung mehrerer Organe oder Zellsysteme an der Zytokinsynthese nahe.

Studienhafte, systemische Analysen der Mediatoren konnten auf Proteinebene bereits einige

herausragende, substanzielle Parameter identifizieren. Dabei blieb jedoch voéllig unklar, ob
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eine jeweilige Konzentrationsdnderung des betrachteten Mediators als Ausloser eines
immunologischen Geschehens gedeutet werden kann, oder es sich vielmehr um reaktive
Prozesse des Zelluntergangs zum Beispiel aktivierter Endothelzellen nach Ischdmie mit
Zytokinliberation handelt.

Als hilfreich kann somit die intrazellulire Analyse auf RNA-Ebene betrachtet werden. Eine
zelluldre Folgereaktion auf den klinischen Zustand ,Ischdmie und Hypoperfusion® mit
Veranderung regulativer Funktionen wird nach molekularbiologischen Kenntnissen
ausschlieBlich tiber die mRNA gesteuert, welche in der Lage ist, genetische Informationen aus
dem Zellkern zum Zytoplasma zu iiberbringen [105]. Somit kann die mRNA als Bindeglied
zwischen kodierter Information des Zellkerns und synthetisiertem Protein betrachtet werden.
Uber serielle, zeitlich-dynamische Zusammenhiinge intrazellulirer Expressionsmuster
ausgesuchter pro- und antiinflammatorischer Zytokine im humanen Vollblut und deren
korrespondierenden systemisch messbaren Proteinen nach liberlebtem,
reanimationspflichtigem Kreislaufversagen mit konsekutiverer Ganzkorper-Ischimie und
Reperfusion ist bislang nichts bekannt.

Durch Nutzung eines innovativem, RNA-stabilisierenden Vollblutmediums (PAXgene®
Blood RNA Tube) steht nun erstmals eine auch préklinisch anwendbare Methode zur
Verfiigung, welche geeignet erscheint, diese Liicke zu schlieBen. Mittels frither serieller
Analysen soll unter Beriicksichtigung klinischer Einflussgroen der Verlauf differentieller

Zytokinexpression verfolgt und im Folgenden ndher skizziert werden.
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2. Fragestellung

Umfangreiche Forschungen der jiingeren Vergangenheit konnten klar zeigen, dass Zustinde
nach generalisierter Ischdmie und Reperfusion eng mit einem Dysédquilibrium physiologisch
notwendiger, als auch pathophysiologisch verdnderter Funktionen immunkompetenter Zellen
verkniipft sind. Zytokine, welche als regulative Botenstoffe der beteiligten Zellentitéten
identifiziert wurden, kommt hierbei eine substanzielle Bedeutung zu.

In diesem  Zusammenhang  erscheinen  insbesondere  initiale  intrazelluldre
Steuerungsmechanismen aufklarenswert, da Verdnderungen dieser Schliisselreaktionen
zeitlich vor klinisch manifesten inflammatorischen Zustdnden auftreten. Durch diesen
potentiell ~ tempordren  Detektionsvorteil ~ kdnnte =~ Raum  fiir  therapeutische
Interventionsmoglichkeiten geschaffen werden, um einer Dynamik mit der Maximalvariante
eines lebensbedrohlichen Multiorganversagens entgegenzuwirken. Dennoch ist dieser viel
versprechende Ansatz im Hinblick auf ischdmiespezifische Inflammationsmarker bislang
unzureichend charakterisiert. Diese Tatsache ist mitunter darin begriindet, das eine bereits in
der préiklinischen Anwendung verfiigbare valide RNA-Versuchsanalytik, welche den
Anspriichen eines kritisch erkrankten Patienten gerecht wird, eine logistische
Herausforderung darstellt und bislang nicht verfligbar war. Um dieser Aufklédrung Vorschub
zu leisten und die initialen pathophysiologischen Mechanismen in Qualitit und Quantitét

besser zu verstehen, entwickelten sich folgende Ziele:
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iii)

i)

Liefert ein innovatives, RNA-stabilisierendes Vollblutmedium (PAXgene®
Blood RNA Tube) auch im priklinischen Einsatz unter Verwendung eines
reduzierten Vollblutvolumens valide Ergebnisse im Vergleich zu alternativen,
etablierten messanalytischen Methoden?

Lassen sich Inflammations-bedeutsame Zytokine im initialen Zeitraum bis 72h
nach erfolgreicher kardiopulmonaler Reanimation als Ausdruck einer samtliche
Organsysteme betreffenden Ischdmie quantitativ intrazelluldr auf mRNA-
Ebene nachweisen?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen intrazellulir generierten
Zytokinexpressionsmustern  und  zeitgleich  bestimmten  systemisch
korrespondierenden Zytokinkonzentrationen aus Vollblut kardiopulmonal
reanimierten Patienten?

Existieren hinsichtlich der gewonnenen Ergebnisse Gruppenunterschiede

zwischen den klinischen Verlaufsmerkmalen ,,Uberleben® oder ,, Tod*?
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3. Material und Methoden

Um diese Fragestellungen beantworten zu konnen, wurde folgendes Studienprotokoll zu

Grunde gelegt:

Phase 2
[3.2]

Phase 1
[3.1]

klinisch

Methodenvalidation experimenteller Tei

Proband
[3.1.1]

«

Intrazellular

[A] 3.1.2 [B]

Probengewinnung
3.2.2

systemisch systemisch

ELISA
[3.2.4]
Klinische Daten

|

[ Analyse und }

Intrazellular

nativ
>

inhibiert

stimuliert

»
|

<«

Inhibiert und stimuliert
>
[CDEFGH]

|

Implementierung der
Ergebnisse

Auswertung

Abbildung 2 Synopsis der Studie: Bestandteil der ersten Phase war die Validation der

Detektionsmethoden intrazelluldrer Zytokinexpression mittels gRT-PCR und systemischer
Zytokinkonzentrationen mittels ELISA am gesunden Probanden. Die Reliabilitdt des innovativen
PAXgene® Systems im humanen Vollblut wurde auch unter Stimulationsbedingungen gegeniiber
einem bewéhrten Zellisolationsverfahren gepriift. Nach Abschluss der Phase 1 wurde die Analytik in

der Folgephase 2 am Patienten angewandt.
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Zunichst war das Ziel der Vorversuche ein innovatives RNA-stabilisierendes
Vollblutentnahmesystem (PAXgene™) mit einem anerkannten, etablierten Modell zur RNA-
Extraktion [131;164] am Probanden zu vergleichen. Das im Vergleich zum etablierten Modell
benoétigte, reduzierte Vollblutvolumen sowie die im Blutrhrchen enthaltene ,,stabilizing
solution versprachen in Bezug auf die Anwendbarkeit und prozedurale Artefaktminimierung
deutliche Vorteile, insbesondere in der praklinischen experimentellen Diagnostik am
Patienten. Im Hinblick auf Reproduzierbarkeit, Reliabilitit und Validitit der zielfithrenden
intrazelluldren Detektionsmethoden auch unter Stimulationsbedingungen wurde ein Protokoll
gewdhlt, dessen Ergebnisse als Grundlage in die eigentliche Studie am reanimierten Patienten

(Phase 2) einflieBen sollten.

3.1  Phase 1 — Validierung des experimentellen Protokolls

3.1.1 Probanden

Fiir die vorbereitende Untersuchungsreihe wurden insgesamt 18 klinisch und anamnestisch
gesunde freiwillige Probanden rekrutiert. Ein jeweils orientierend mitbestimmtes peripheres
Differential-Blutbild ergab keinen Hinweis auf préexistente, relevante Blutbildverdnderungen.
Durch standardisierte aseptische Punktion einer Kubitalvene wurde zum Ausschluss eventuell
vorhandener zirkadianer Unterschiede jeweils morgens und abends im Abstand von zwolf
Stunden je Proband einmal Vollblut entnommen. Fiir eine methodenvergleichende
intrazelluldre Analyse wurde jeweils 3 x 10 ml EDTA-Blut (zur Zellseparation), sowie 2 x
(Doppelbestimmung) jeweils 2,5 ml Vollblut fir ein PAXgene Blood RNA Tube®
(PreAnalytiX, Hombrechtikon, Schweiz) bendtigt. Zur systemischen Analyse wurden
zeitgleich 1 x 4 ml EDTA-Blut fiir das Differential-Blutbild entnommen. Zusatzlich wurden

Ix 3 ml Blut in Lithium Heparinat, 1x 4 ml Blut in Natrium Citrat, 1 x 3 ml Serumblut fiir

24



das Festphasenassay (jeweils entsprechende Vacutainer™) gezogen, bei 3000g fiir 5 min.
zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und zur weiteren Analyse durch ELISA im

Kiihlschrank bei -80 °C eingefroren.

3.1.2 intrazelluldre Zytokinexpression

Blutentnahme

PAXgene®
RNA-Isolation

cDNA-Synthese

Quant. RT-PCR

Abbildung 3 Schematische Darstellung des Methodenvergleichs: Nach standardisierter Blutentnahme

am Probanden erfolgten mehrere, zum Teil unmittelbar nacheinander geschaltete laborpraparatorische

Prozeduren zum Nachweis ausgesuchter intrazellulidrer Genexpressionsmuster.

3.1.2.A1 Zellseparation und Leukozytenisolation aus EDTA-Vollblut

Ziel dieser anerkannten Prdparation ist die Isolation von immunkompetenten Zellen der
weillen Blutreihe (Monozyten und Granulozyten) aus dem gewonnenen EDTA-Vollblut
[73;200].

Die Préiparation erfolgte streng nach Protokollempfehlung des Herstellers und der
Literaturreferenz. Hierzu wurde das frisch entnommene EDTA-Vollblut eines Probanden in
Falcons iiberfiihrt, mit Erythrozyten-Lysepuffer (siche 9.) aufgefiillt und 10 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zentrifugation des optisch aufgeklarten Lysats (10 min.,
450g, 20 °C; Zentrifuge CT 4 22 Fa. Juan, Unterhaching) und Ausbildung eines zelluldren
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Bodensatz (Pellet) wurde die Losung dekantiert, das Falcon mittels frischem Erythrozyten-
Lysepuffer durch Benetzen der Innenwand ausgespiilt und nochmals unter Zugabe von
Erythrozyten-Lysepuffer nach Resuspendieren des Pellets zentrifugiert. Nach erneutem
Dekantieren des Uberstandes erfolgte eine Resuspension der Pellets mit 500ul Phosphat-
buffered-saline (PBS)-Pufferlosung (siche 9.). Diese Zellsuspension wurde mithilfe
geeigneter Priazisionspipetten (jeweils: Fa. Eppendorf, Hamburg) in ein neues Falcon versetzt.
Das Gesamtvolumen der Zellsuspension lieB sich nun mittels geeichter Pipette durch
Kolbenaufzug bestimmen. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer
vorbereitet. Die Auszdhlung der in der Suspension enthaltenen Zellen erfolgte mit einer
Dilutionsreihe (1:10 und 1:100 in PBS-Pufferlésung). Fiir die zur Zellzahlbestimmung
notwendige Probendilution wurde 10 pl dieser Zellsuspension in die vorbereitete 1:10 PBS-
Pufferldsung pipettiert und mittels mehrfachen Kolbenaufzug der Pipette und anschlieBendem
maschinellen Aufschiitteln  (sog. ,,vortexen“, Schiittler VM 4, Fa. Cat, Deutschland)
homogenisiert. 10 pl dieser diluierten Zellsuspension wurden in die vorbereitete 1:100 PBS-
Pufferlosung gegeben und nach gleicher Prozedur homogenisiert. Auf die vorbereitete
Neubauer-Zahlkammer wurden 10 pl der jetzt tausendfach diluierten Zelllosung aufgetragen
und die Zellzahl lichtmikroskopisch mittels 10 x 10 facher Vergroferung optisch ausgezéhlt.
Berechnung: Ausgezdhlte Zellzahl multipliziert mit materialspezifischen Faktor der
Neubauer-Zahlkammer multipliziert mit Verdiinnungsfaktor multipliziert mit Gesamtvolumen
der Suspensionsmenge ergeben die Gesamtzellzahl der Suspension nach Erythrozytenlyse.
Die Isolation der immunkompetenten Zellentititen (Monozyten und Granulozyten) erfolgte
mittels magnetic beads cell sorting (MACS). Monozyten exprimieren auf ihrer intakten
Zelloberflache das Oberflichenantigen CDy4 (Cluster of diffenentiation), wohingegen intakte
Granulozyten das Oberflichenantigen CD,s exprimieren. Diese Leukozytensubpopulationen
wurden durch Anwendung der positiv magnetisch aktivierten Zellsortierung (MACS) isoliert

[131;164].
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Kernidee ist hierbei die Zugabe von konjugierten, monoklonalen Antikdrpern der Maus
(Isotyp: IgM). Diese sind spezifisch gegen die (humanen) CD;s- und CDjs-
Oberfldachenantigene gerichtet und besitzen an ihrem F. Fragment ferromagnetische Partikel
von weniger als 100 nm Durchmesser. Zur Isolierung der gewiinschten Zelltypen -Monozyten
und Granulozyten- ist eine Verwendung von 1 x 10° Zellen systemspezifisch optimal. Hierfiir
wurden dann 200 pl magnetischer Antikorper bendtigt. Betrug die Gesamtzellzahl weniger als
1 x 10® Zellen, so wurden konzentrationsgleich weniger magnetische Antikdrper zur
Zellsuspension hinzugefiigt. Somit wurden entsprechende Mengen der magnetischen
Antikdrper zu entsprechenden Mengen (in der Regel 1 x 10® Zellen) Zellsuspension in einem
neuen Falcon zupipettiert und anschlieend bei +4 °C fiir 15 min. inkubiert. Zunéchst erfolgte
die Isolation von Monozyten (CD14 positive Zellen) wie folgt: Das Volumen, welches 1 x 10°
Zellen entspricht wurde in ein neues Falcon {iberfiihrt, anschlieBend wurden 200 pl anti-CD4-
Antikérper der Maus (MACS CD,s MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach),
hinzugefiigt und mit PBS-Puffer auf insgesamt 1 ml aufgefiillt. Die Probe wurde bei +4 °C
inkubiert und im Anschlufl mit PBS-Puffer aufgefiillt. Nach erfolgter Zentrifugation fiir 10
min. bei 450 g und 20 °C konnte der Uberstand abgegossen und das erhaltene Pellet in 500 pl
PBS-Puffer gelost werden. Die verwendete sterile Mini-MACS- Saule (MACS MS Separation
Columns, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) wurde in ein Permanentmagnetfeld eingehéngt
und mit PBS-Puffer vorgespiilt. Nun erfolgte ein Auftragen der Zellsuspension auf die Siule.
Der Durchlauf wurde bis zum Auftreten des ersten trilbben Tropfens verworfen und
anschlieBend in einem neuen Falcon aufgefangen. Die Sdule wurde insgesamt 3 malig mit
frischem PBS-Puffer nachgespiilt, der Durchlauf konnte verworfen werden. Zur Extraktion
der Monozyten wurde die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt und in ein 15 ml Falcon
eingesetzt. Mittels Zugabe von 1 ml PBS-Puffer auf die Séule erfolgte die Elution. Zum zuvor
aufgefangenen triiben Durchlauf wurde nun das entsprechende Volumen der anti-CD;s-

Antikérper (MACS CD,s MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) hinzugegeben.
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Wiederum wurde die Probe mit PBS-Puffer aufgefiillt und fiir 15 min. bei +4 °C inkubiert.
Nach Auffiillen mit PBS-Puffer erfolgte eine Zentrifugation mit anschlieBendem Dekantieren
des Uberstands und Losen des Pellets mit 500 ul PBS-Puffer. Die jetzt verwendete Midi-
MACS-Siule (MACS LS Separation Columns, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) wurde in
das Permanentmagnetfeld eingesetzt und in gleicher Weise mit PBS-Puffer vorgespiilt. Nach
Auftragen der Zellsuspension auf die Sdule erfolgte eine dreimalige Splilung mit PBS-Puffer.
Der Durchlauf konnte diesmal komplett verworfen werden. Die Sdule wurde aus dem
Magnetfeld entfernt. Die Elution der Granulozyten erfolgte durch Zugabe von 5 ml PBS-
Puffer. In (hier nicht weiter beschriebenen) Vorversuchsreihen konnte eine Zellvitalitit nach
Separation (Anteil lebender Zellen zur Gesamtzahl der Zellen; ermittelt {iber
Anfirbenachweis einer intakten Zellmembranintegritdt) von iiber 93 % gezeigt werden. Die
Konservierung und Resuspension der gewonnenen Zellen - Monozyten und Granulozyten -
erfolgte durch Abzentrifugieren fiir 10 min. bei 450 g und 20 °C, Dekantieren des
Uberstandes und anschlieBendem Lysieren der Pellets in jeweils 2 ml RLT-Puffer mit 2-
Mercapto-Ethanol (siehe 9.). B-Mercaptoethanol dient der RNA-Stabilisation durch
Proteindenaturierung mittels Disulfidbriickenaufbruch. Bis zur Weiterverarbeitung innerhalb

sieben Tagen wurden die Proben im Kiihlschrank bei -80 °C gelagert.

3.1.2.A10 RNA-Isolation aus Monozyten und Granulozyten

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus zuvor separierten Monozyten und Granulozyten wurde
das RNeasy MIDI Kit (Qiagen®, Hilden, Deutschland) verwendet.

Bei diesem von bereits mehreren Autoren beschriebenen Verfahren werden die selektive
Bindungseigenschaft einer Silicagel-Membran und die Mikrosdulenzentrifugationstechnik in

Kombination ausgenutzt [23;202]. Hierzu lieBen sich die Proben im Wasserbad bei 37 °C fiir
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10 min. auftauen und anschlieBend mit 2 ml RLT-Puffer mit 2-Mercapto-Ethanol (siche 9.)
suspendieren.

Mittels steriler, kaniilierter Spritze (20 G, 9 mm @) wurde die Zellsuspension bis zum Erhalt
eines homogenen Lysats durch Kolbenaufzug durchmischt und anschlieend in ein neues
Falcon {iberfiihrt. Es erfolgte die Zugabe von 4 ml 70 % absolutem Ethanol in
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser mit sorgfiltigem Durchmischen mittels Pipette und
maschinellem Aufschiitteln.

Die im Kit enthaltene Elutionssdule (spin column tube) beinhaltet eine Silicagel benetzte
Matrix an der die RNA durch Ethanolzugabe iiber Ausbildung von Wasserstoftbriicken
selektiv binden kann. Das Lysat wurde auf die Séule aufgetragen und diese 5 min. unter 5000
g zetrifugiert, der Durchsatz wurde entsprechend verworfen und entsorgt. Die Séule wurde
mit 4 ml Wasch-Puffer RW1 versetzt und erneut 5 min. unter 5000 g zentrifugiert. Das
Zentrifugat konnte verworfen werden. AnschlieBend wurde die Sdule mit 2,5 ml Puffer RPE
beladen und 2 min zentrifugiert. Nach erneuter Zugabe von 2,5 ml Puffer RPE wurde
wiederum 5 min. bei 5000 g zentrifugiert und der Durchsatz komplett verworfen. Es folgte
eine Trockenzentrifugation fiir 3 min. bei 5000 g. Nach Uberfiihren der Siule in ein neues,
steriles Falcon erfolgte die RNA-Elution in zwei Elutionsschritten mittels zielgenauem
Aufpipettieren von 200 pl RNase freiem Wasser. Nach einer Minute Inkubationszeit schloss
sich nach 3 min Zentrifugation bei 5000 g ein erneutes (gleiches) Eluieren mit 200 ul RNase
freiem Wasser an. Das Total-RNA-Eluat aus den zuvor isolierten CDj4-positiven Monozyten
bzw. CDjs- positiven Granulozyten wurde unverziiglich zum Schutz vor Degradation auf Eis

gekiihlt und zur Konzentrationsbestimmung qualitativ und quantitativ photometriert.
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Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung:

Zur photometrischen Bestimmung von Konzentration und Qualitit der extrahierten RNA
wurden je 60 pl der Proben-RNA entnommen und in einer sterilen UVette gegen RNase-
freiem Wasser als Leerwert gemessen (BioPhotometer 6131, Fa. Eppendorf, Hamburg).
Hierzu lieB sich die optische Dichte (OD) der jeweiligen Probe bei einer Wellenldnge A = 260
nm und A = 280 nm ermitteln. Die Probenkonzentration errechnete sich wie folgt:

Cirnaj (ng/ul) = OD(260 nm)y X 40 x Verdiinnung / 1000

Hierbei stellt der Faktor 40 einen RNA-spezifischen Faktor dar, der einer wissrigen Losung
mit optischer Dichte von 1 entspricht, welche eine Konzentration von 40 ng/pl RNA enthélt.
Zusitzlich wurde zur Bestimmung der Reinheit der RNA-Probe die Ratio OD (A = 260 nm) /
OD (A =280 nm) ermittelt.

Der Quotient aus der optischen Dichte bei A = 260 nm (RNA) und A = 280 nm (Proteine) ist
ein Mal} fiir Verunreinigungen durch Proteine, genomischer DNA bzw. aromatischer
Substanzen und sollte groBer als 1,8 sein. Reine RNA in Losung besitzt eine Ratio von 1,8-
2,1. Messwerte iiber 1,85 wurden akzeptiert und fanden Eingang in die weitere RNA-
Priparation.

Alle Total-RNA-Proben wurden bei -80 °C gelagert und binnen 7 Tagen der weiteren

Analytik zugefiihrt.

3.1.2.B Vollblutmedium (PAXgene™) und dessen RNA Isolation

Das PAXgene® Blood RNA System (Fa. PreAnalytix, Hombrechtikon, Schweiz) vereint in
der Anwendung die zuvor in der Alternativmethode dargestellten préparatorischen Schritte
der Blutentnahme, Stabilisation und RNA-Extraktion. Durch die beigefiigten Chemikalien
und Reagenzien kann eine standardisierte Aufarbeitung der akquirierten Vollblutproben

erfolgen. Nach einer notwendigen Inkubationszeit von mindestens 2h wurden die Proben in
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der Regel am Folgetag weiterverarbeitet. Die PAXgene” blood RNA tubes wurden hierzu
zuniichst fiir 10 min. bei 4260 g und 20 °C zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und zur
Aufreinigung das Pellet in 5 ml RNase-freiem Wasser durch maschinellem Aufschiitteln
gelost. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand dekantiert, das Rohrchen
getrocknet und das Pellet in 360 pl Puffer BR 1 gelost und in ein 2 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Zur Aufreinigung der Probe erfolgte nach Zugabe vom 300 ul Puffer BR 2 ein
Proteinverdau mit 40 pl Proteinase K. Proteinase K ist eine Proteinase, die zur Familie der
Subtilisin-dhnlichen Serinproteasen gehort. Sie besitzt endo- und exoproteolytische Aktivitit.
Proteinase K wird fiir den Abbau von Proteinen in Zelllysaten und zur Freisetzung von
Nukleinsduren verwendet. Die Probe wurde maschinell aufgeschiittelt und fiir 10 min. im
Wasserbad (WNE 14, Fa. Memmert, Schwabach) bei 55 °C inkubiert, um optimale
Bedingungen fiir die Proteinase zu schaffen. Zur Entfernung der Proteinreste, welche sich
noch in der Probe befanden, wurde diese fiir 3 min. bei 16000 g in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico, Fa. Kendro, Hanau), der Uberstand, welcher die RNA
enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt, das Pellet aus Protein- und Zellresten
wurde verworfen. Um die RNA an die verwendete Sdule binden zu kénnen, wurde 350 pl
absolutem Ethanol zupipettiert, die Probe maschinell aufgeschiittelt und kurz zentrifugiert.
Anschlielend erfolgte eine Beladung der Saule mit 700 pl Probe und eine Zentrifugation fiir 1
min. bei 16000 g. Die RNA war nun an die Sdulenmembran gebunden, der Durchlauf wurde
verworfen und die Sdule in ein neues Reaktionsgefidl eingehdngt. In einem zweiten
Durchgang wurde die restliche Probe an die Séule gebunden, diese wieder zentrifugiert und in
ein neues Reaktionsgefdll eingehdngt. Zur weiteren Aufreinigung der RNA wurden 700 pl
Puffer BR 3 auf die Séule pipettiert, zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Anschlie3end
konnte die Probe in zwei weiteren Schritten durch Zugabe von jeweils 500 pl Puffer BR 4 auf
die Sdule und anschlieBender Zentrifugation (1 min., 16000 g) weiter aufgereinigt werden.

Der Puffer BR 4 wurde vor dem ersten Gebrauch durch Zugabe von 44 ml absolutem Ethanol
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gemil Herstellerprotokoll vorbereitet. Der Durchlauf konnte verworfen werden. Nun erfolgte
eine Trockenzentrifugation der Sdule, da Reste von Puffer BR 4 die weiteren Analysen
behindern konnten. Hierzu wurde die Séule fir 3 min. bei 16000 g zentrifugiert und
anschlieBend in das Elutionscup eingehédngt. Die Elution der RNA erfolgte in zwei Schritten
durch Zugabe von jeweils 40 ul Puffer BR 5 und anschlieBender Zentrifugation fiir eine
Minute bei 16000 g. Da sich die RNA prozedural in ihrer Sekundérstruktur verdndert haben
konnte (zum Beispiel Doppelstrangbildung), musste eine Denaturierung fiir 5 min. im
Wasserbad bei 65 °C und anschlieBender Kiihlung auf Eis durchgefiihrt werden. Bevor die
Probe bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert wurde, erfolgte noch

eine photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA (siehe Punkt 3.1.2.A.1I).

3.1.2.C. cDNA Synthese / reverse Transkription

Fir die quantitativen RT-PCR-Analysen war es notwendig, die Total-RNA in DNA
umzuschreiben. Hierzu wurde das 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV, Fa.
Roche, Penzberg) verwendet.

Aus mRNA wird dabei selektiv im Rahmen einer reversen Transkription mit Hilfe der Avian-
Myeloblastosis-Virus-Reversen-Transkriptase (AMV-rt) komplementire Erststrang cDNA als
so genanntes ,,template* fiir die RT-PCR geschrieben.

Diese spezifische, RNA-abhdngige DNA-Polymerase bendtigt wie andere Polymerasen einen
Primer (einen kurzen, komplementdren DNA-Abschnitt) zur Synthese, welcher an die RNA
bindet. Hierzu wurde ein Oligo-dT-Primer (15 Thyminbasen) gewéhlt, welcher komplementér
zum 3" Ende des Poly-A-Schwanz der eukaryontischen mRNA bindet. Fiir eine Reaktion wird
1 pg Gesamt RNA benoétigt. Fiir einen Ansatz muss die eingesetzte RNA-Menge in 8,2 pl

Volumen vorliegen, um einen Reaktionsansatz von 20,0 ul zu erhalten.
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Hierzu war es oftmals notwendig, das vorliegende Volumen, welches 1 ug Total-RNA
entsprach, mittels Vakuumverdampfer (Zentrifuge RC 10.10 + ATMA-Kompressor, Fa. Juan,
Unterhaching) in sterilen Eppendorf-Reaktionsgefiafen bei 45 °C auf ein Zielvolumen von 8,2
ul zu reduzieren. Eine Volumenkontrolle erfolgte mittels geeichter Prizisionspipette. Nach
erreichtem Zielvolumen wurde die Total-RNA fiir die weiteren Reaktionen in ein steriles 0,2
ml PCR-Reaktionsgefdl (Fa. Eppendorf, Hamburg) iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Das

Ansetzen des Mastermix fiir die reverse Transkription erfolgte streng nach

Herstellerangaben.
Reagenz Reagenzien Voluymen Endkonzentration fiir eine
Nummer
fiir eine Reaktion
Reaktion
10x Reaction Buffer 1 2,0 ul 1x (einfach)
25mM MgCl, 2 4,0 ul 5 mM
Deoxynucleotide Mix 3 2,0 ul 1 mM
(dATP,dCTP,dTTP,dGTP)je 10mM
Oligo-p(dT);sPrimer 5 2,0 ul 0,04 Ay units (1,6 pg)
Rnase Inhibitor 7 1,0 ul 50 units
(50 units/ul)
AMYV reverse transcriptase 8 0,8 ul > 20 units
RNA sample (bereits im PCR-Tube) 8,2 ul 1pug

Tabelle 1 Mastermix fiir reverse Transkription: Uberblick der Reagenzien fiir einen Reaktionsansatz.
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Nach Zugabe von 11,2 ul des Reaktions-Mastermix wurde der Ansatz abzentrifugiert und im
Thermalblock (PTC-200, Fa. MJ Research, Watham, USA) unter folgenden Bedingungen
inkubiert: 10 min. bei 25 °C zur Primerhybridisierung, 60 min. bei 42 °C zur reversen
Transkription, 5 min. bei 99 °C zur Inaktivierung der Enzyme mit anschlieBendem sofortigen
Abkiihlen auf 4 °C Nach der Reaktion wurden die somit gewonnenen cDNA Ansétze bei -20

°C fiir die Folgereaktionen aufbewahrt.

Temperatur Zeit Vorgang

25 °C 10 Min. Annealing
(Binden der Oligonukleotide an die
RNA)

42 °C 60 Min. Transkription
(Uberschreiben der RNA in cDNA)

99 °C 5 Min. Denaturierung des AMV Enzyms
(Inaktivierung der Reversen
Transkriptase)

4°C 5 Min Abkiihlen
(Reaktionsende)

4°C o0 1-2 Stunden oder gleich —20 °C

Tabelle 2 Inkubationsbedingungen fiir reverse Transkription: Im Thermalblock wird der

Reaktionsansatz zeit- und temperaturabhéngig fiir die angegebenen Reaktionsschritte inkubiert. Als
Produkt entsteht aus der messenger-RNA (mRNA), eine primerabhéingige, hochspezifische
komplementdre cDNA, welche als Matrize Eingang in die weiterfithrende, quantitative RT-PCR der

intrazelluldren Diagnostik findet.
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3.1.2.D. Detektion mittels quantitativer real-time-PCR

Die quantitative Analyse der Zielgene erfolgte mittels real-time-PCR im LightCycler” (Fa.
Roche, Mannheim, Deutschland). Die qRT-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir
Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
beruht, und zusitzlich die Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung wird
mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. wihrend eines PCR-Zyklus (daher der
Name "real time") durchgefiihrt und unterscheidet sich somit von anderen quantitativen PCR-
Methoden (qPCR), die erst nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet werden (z.B.
Kompetitive PCR). Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu,
was eine Quantifizierung moglich macht. Eine gelelektrophoretische Auftrennung der
Fragmente ist hierzu nicht nétig, die Daten sind sofort verfiigbar und das
Kontaminationsrisiko ist préparationsabhdngig gering. Zur Quantifizierung der PCR-
Produkte wurde der Reaktionsansatz LightCycler FastStart DNA Master SYBR® Green | (Fa.
Roche, Penzberg, Deutschland) benutzt, welcher auch die Taq DNA- Polymerase enthilt.
Diese thermostabile Polymerase wird erst nach der ersten Denaturierung aktiviert und
minimiert somit das Risiko einer polymerasespezifischen intrinsischen RT-Aktivitédt, welche

zu falsch-positiven Ergebnissen flihren kénnte.

Der beinhaltete spezifische Farbstoff interkaliert wéhrend der Amplifikation in das
doppelstringige PCR-Produkt und wirkt als Fluorophor. SYBR Green [ ist ein
asymmetrischer Cyanin-Farbstoff. Voraussetzung fiir die Amplifikation ist die Auswahl von
spezifischen Primern, welche die zu amplifizierende Region auf der cDNA flankieren (Sense
und Antisense Primer) und sich dort anlagern konnen (Annealing). Eine Zunahme der Target-
DNA korreliert dann mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus, ndmlich am
Ende der FElongationsphase und vor dem nichsten Denaturierungsschritt. Der daraus

resultierende DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei einer
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Wellenldnge Amax = 498 nm und emittiert griines Licht bei Ay, = 522 nm. Weitere, wenn auch
deutlich schwichere, Absorptionsmaxima liegen im UV-Bereich bei etwa 300 nm und 370
nm. Die Bestimmung des Crossing-Points (CP) an dem die detektierte Fluoreszenz die
Hintergrund-Fluoreszenz iiberschreitet, wurde mit der second Derivative Maximum Method
der LightCycler Software LC-Run, Version 5.32 (Fa. Roche) durchgefiihrt. Diese Methode
zeigt Effizienzen von 1,65 bis 1,90 und im Vergleich mit anderen Effizienz
Berechnungsmodellen die geringste Varianz und hochste Genauigkeit [187]. Der CP kann als

relatives MaB fiir die DNA-Konzentration in der Ausgangsprobe betrachtet werden.

Hierzu wurde zundchst die benétigte Anzahl von Kapillaren im +4° C. vorgekiihltem
Kapillarblock bereitgestellt, sowie die bei -20 °C gelagerten Proben im Eisblock aufgetaut.
Zusdtzlich zu den zu analysierenden Proben wurde je eine Positiv- sowie eine
Negativkontrolle und 5 Standards in einer Verdiinnungsreihe von 1:1 bis 1:10000

(unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) vorbereitet.

Vorbereitung der Standardverdiinnung:

In vier 200 pl ReaktionsgefiBen wurde jeweils 10,8 upl Standard-Stabilizer pipettiert,
anschlieBend wurde in das erste Gefdll 1,2 pl des Standards einer bekannten Konzentration
mit definierter Kopienzahl zupipettiert. Nach dem Homogenisieren durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren wurden 1,2 pl der nun 1:10 verdiinnten Losung in das ndchste Cup
pipettiert und wiederum gemischt. Somit entstand eine logarithmische Dilutionsreihe bis zu

1:10000.

In jeder Kapillare, in welche zu untersuchende Patientenproben pipettiert werden sollte,
musste zundchst 9 pl RNase- freies Wasser vorgelegt werden. Hierbei wurde eine Kapillare
mit 10 pl als Negativkontrolle befiillt. In 5 weitere Kapillaren wurden jeweils 10 pl Standards

in absteigender Konzentration zupipettiert, in eine weitere Kapillare wurde die
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Positivkontrolle zugegeben. Anschlieend konnte in jedes der Probenkapillaren, welche mit 9

ul Wasser befiillt waren, jeweils 1 ul cDNA der Patientenproben zugegeben werden.

Nun wurde der LC-PCR-Mix vorbereitet. Dieses Enzym-Primer-Gemisch beinhaltete je Probe
6 ul RNase freies Wasser, 2 pul LC Primer Set und 2 ul Master SYBR Green I Premix
(mitsamt Reaktionspuffer, dNTP-Gemisch, Fast-Start-Tag-DNA-Polymerase und SYBR-

Green I; siche Tabelle 3.).

Bei 31 Proben zum Beispiel bedeutete dies einen Ansatz fiir 32 Proben (1x Sicherheitsreserve

bei eventuellen Pipettierfehlern) mit 192 pl Wasser, 64 ul Primer und 64 ul SYBR Green

Premix.

Mastermix [Inhalt] 1 Probe | 31 + 1 Probe [)']
RNase-freies Wasser 6 ul 192 ul

LC-Primer Set 2 ul 64 ul

Master SYBR Green I Premix 2 ul 64 ul

Tabelle 3 Lightcycler gRT-PCR Mastermix: Der Ansatz enthilt ein definiertes Volumen eines Primers

(nach entsprechendem ,,Gen of interest™) sowie den interkalierenden Flurezensfarbstoff SYBR-Green

mitsamt Reaktionssubstraten.

Anschliefend wurde somit in jede Kapillare 10 pl LC-PCR-Mix zupipettiert und die Kapillare
verschlossen. Alle Kapillaren wurden nun fiir 4 min. bei 600 rpm und 4 °C zentrifugiert

(Zentrifuge BR 4, Fa. Juan, Unterhaching) und in das LightCycler-Karussell positioniert.
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Fiir 24 zu untersuchende Patientenproben sah der Ansatz wie folgt aus:

Kapillare Material Wasser | Probe LC-PCR-Mix
1-24 cDNA Probe 9 ul 1 ul cDNA 10 pl
25 Positivkontrolle 10 pl Kontroll-cDNA 10 pl
26 Standard unverd. 10 pl Standard 10 pl
27 Standard 1:10 10 pl Standard 1:10 10 pl
28 Standard 1:100 10 ul Standard 1:100 10 ul
29 Standard 1:1000 10 pl Standard 1:1000 | 10 pl
30 Standard 1:10000 10 pl Standard 1:10000 | 10 ul
31 Negativkontrolle | 10 ul 10 pl

Tabelle 4 Probenanalyse im Lightcycler: Jede Kapillare enthdlt 20 pl Probenvolumen. Neben 24

cDNA Analysen nach reverser Transkription (vom Probanden oder Patienten) findet eine Positiv- und

Negativkontrolle sowie ein definierter Standard zur Quantifizierung Eingang in die qRT-PCR.

Zur quantitativen Analyse der Genexpression der ausgesuchten Zielgene wurde nun die qRT-

PCR gemadl folgendem Schema im LightCycler durchgefiihrt:

Schritt | Zweck Temperatur Zeit

1 Denaturierung und Aktivierung der Polymerase 95 °C 10 min.

2 Amplifikation des Zielgens 95°/68°/72° C Siehe unten
3 Schmelzkurvenanalyse 95°/58°/95° C Siehe unten
4 Kiihlung von Rotor und Kammer 40 °C 30 sec.

Tabelle 5 Reaktionsablauf der gRT-PCR: Uberblick der Reaktionsschritte mitsamt zeit- und

temperaturabhdngigen Inkubationsbedingungen. Die Amplifikation des Zielgens erfolgt in Zyklen,
welche nachfolgend gesondert beschrieben werden. Zur Quantifizierung wird eine

Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt und an spéterer Stelle erlautert.
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Die Amplifikation des Zielgens erfolgte in 45 Zyklen in einer ,,Touch-down*“ PCR mit

folgenden Reaktionsbestandteilen:

Schritt | Zweck Temperatur | Zeit Kommentar
1 Denaturierung | 95 °C 10 sec.
2 Annealing 68 — 58 °C 10 sec. 1.Zyklus 68 °C, dann Abnahme um 0,5 °C je

Zyklus auf 58 °C

3 Elongation 72 °C 16 sec.

Tabelle 6 Amplifikation: Wahrend der Denaturierung liegen einzelstringige Nukleinsduren mit

aufgelosten Sekundédrstrukturen vor. Beim Annealing lagert sich der Primer Schmelztemperatur-
abhingig an den komplementiren DNA-Strang an, wohingegen wihrend der Elongation die

Verdoppelung der DNA-Stringe erfolgt.

Die sogenannte ,,Touch down“-PCR bietet den Vorteil, dass zundchst bei wenig DNA-
Material eine spezifische Amplifikation durchgefiihrt wird. Mit zunehmender Anzahl von
Probenstringen kann die Annealing-Temperatur abgesenkt werden. Dadurch bindet der
Primer etwas unspezifischer an die nun in grofler Zahl vorhandenen DNA-Stringe. Somit

erhdlt man eine gute Amplifikation bei hoher Spezifitit der Produkte.

Zur Qualititskontrolle der erhaltenen qRT-PCR-Produkte wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Dies ermdglicht eine gute Aussage liber die Spezifitdt der PCR-Produkte. Die

Schmelzkurvenanalyse lief in folgenden Schritten ab:

Schritt Zweck Temperatur | Zeit | Kommentar

1 Denaturierung | 95 °C 1 sec.

2 Abkiihlung 58 °C 10 sec.

3 Aufschmelzung | 58 — 95 °C 1 sec. | Steigerung um 0,1 °C/sec.

Tabelle 7 Schmelzkurvenanalyse: Das qRT-PCR-Produkt wird zur Qualititsbeurteilung Zeit- und

Temperaturabhéingig zur Einzelstrangformation aufgeschmolzen.
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Ab einer spezifischen Temperatur (Melting point) erfolgt die Auftrennung des als
Doppelstrang vorliegenden qRT-PCR-Produkts zu Einzelstrangen. Diese wird aufgrund des
abnehmenden Fluoreszenzsignals als Schmelzkurve graphisch aufgetragen und erlaubt eine
abschlieende Bewertung zwischen gesuchtem PCR-Produkt und unspezifischen, falschen

Produkten.

Bei einem Hinweis auf unspezifische Produkte beziehungsweise Primer-Dimeren in der
Schmelzkurvenanalyse wurden die Proben im Anschluss Agarose-Gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen. Hierzu konnten die
Kapillaren aus dem Karussell entnommen und der Probeninhalt in einem sterilen 2 ml
ReaktionsgefdB bei 600 rpm mittels Tischzentrifuge herauszentrifugiert und im Kiihlschrank

bei -20 °C zwischengelagert werden.

Zeigte sich in der Schmelzkurvenanalyse nur ein spezifisches Genprodukt, so wurden die

Proben akzeptiert und auf eine Folgeanalytik verzichtet.

Als weitere Maflnahme zur Sicherstellung der Ergebnistreue wurden in jedem Ansatz
definierte Positiv- und Negativkontrollen mitgefiihrt. Das Assay wurde stets als

Doppelbestimmung schon ab dem Zeitpunkt der RNA-Préparation gefiihrt.

3.1.2.E Elektrophorese auf Agarosegel-Basis

Zunichst erfolgte die Herstellung des 1,5 % igen Agarosegels. Hierfiir wurde 1,8 g Agarose
(Seacom LE agarose®, FMC Bioproducts, Rockland, ME, USA) in 120 ml TAE-Puffer (siche
9.) in der Mikrowelle bei 1000 W fiir 90 sec. aufgekocht und somit geldst. Zur Vermeidung
des Siedeverzugs wurde die Flasche kurz geschiittelt und fiir weitere 60 sec. aufgekocht. Die
Losung wurde etwas abgekiihlt und 6 pl 1 % ige Ethidiumbromid-Losung (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Deutschland) zupipettiert und durch Aufschiitteln homogenisiert. Ethidiumbromid
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wird in der Molekularbiologie zum Anfirben von Nukleinsduren bei der Gelelektrophorese
verwendet. Einzelne Ethidiumbromid-Molekiile interkalieren dabei zwischen den Basen der
DNA bzw. RNA (bis zu 3 Molekiile je 10 Basen), wodurch sich das Anregungsspektrum von
Ethidiumbromid verdndert und so die Fluoreszenz der Substanz bei Anregung mit
ultraviolettem Licht stark erhoht wird. Auf diese Weise leuchten im Agarosegel Areale, an
denen sich Nukleinsduren befinden, hell auf, widhrend Stellen ohne Nukleinsduren dunkel
erscheinen. Das Gel wurde im Abzug in eine Gelkammer eingefiillt und nach Aushérten mit

TAE-Puffer aufgefiillt.

Die zu untersuchenden cDNA-Proben wurden aufgetaut und jeweils 2 pl Farbmarker (10 x
Bluejuice, Fa. Invitrogen”™, Karlsruhe) zupipettiert. Zur Bestimmung der Fragmentgrofe
verwendeten wir zwei verschiedene DNA-Leitern mit einer Konzentration von je 1 pg/ul und
Markierungen im Abstand von 100 bp und 250 bp (Fa. Invitrogen®, Karlsruhe). Hierzu
wurden je 1 pul DNA-Leiter mit 19 pl Wasser verdiinnt und jeweils 2 pl Farbmarker

hinzupipettiert.

Der Probenauftrag erfolgte wie folgt:

Obere Hilfte

Spur 1 Spur 2- 19 Spur 20

100 bp Leiter | Proben 1-18 | 250 bp Leiter
Untere Hélfte

Spur 1 Spur 2- 14 Spur 15

100 bp Leiter | Proben 19-31 | 250 bp Leiter

Zur Elektrophorese erfolgte mittels elektrischer Spannung von 100 Volt und -einer

Stromstiarke von etwa 80 Milliampere. Da DNA negativ geladen ist, lduft sie von der Anode
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zur Kathode. Das zugegebene Ethidiumbromid ist im Gegensatz dazu positiv geladen und
lauft somit von der Kathode zur Anode. Die mittlere Laufzeit fiir eine sinnvolle optische

Auswertung betrug zirka 90 min.
Die Analyse der Fragmente erfolgte zunédchst visuell unter UV-Licht, das Gel wurde

anschlieBend zur Archivierung fotodokumentiert.
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Abbildung 4 beispielhafte Darstellung nach Agarosegelelektrophorese: Jeweils links und rechts -die

Proben flankierend- sind die definierten Detektions-Basenpaarleitern zur Abschétzung des
Genprodukts aufgetragen. Bei Probennummer 936 sowie 937 (siche Pfeile) ist ein weiteres,
unspezifisches Genprodukt mit etwa 350 Basenpaaren als Hinweis auf Co-Amplifikation z.B. bei
Primerdimer-bildung zu erkennen. In diesem Fall wurde die Analytik wiederholt, bis befriedigende

Ergebnisse in die nachfolgende Bewertung Eingang fanden.
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3.1.2.F. Stimulationsbedingungen

Um die zu erwartende Genexpression der einzelnen Zielgene am Patienten auch im Hinblick
auf die prozedurale Validitit besser abschitzen zu konnen, wurden zuséitzliche
Stimulationsuntersuchungen am gesunden Kontrollprobanden durchgefiihrt. Hierzu wurde
wiederum periphervendses Blut in standardisierter Technik entnommen und 2 PAXgene®-
Rohrchen befiillt. Ferner konnten in gleicher Sitzung weitere 110 ml EDTA-Blut zur
Expressionsdetektion unter Stimulationsbedingungen und 4,5 ml EDTA-Blut zur
Differentialblutbild-bestimmung gewonnen werden. Drei der etablierten 10 ml EDTA-
Ro6hrchen wurden mit dem Zusatz ,,nativ’ beschriftet, 4 weitere mit dem Zusatz ,,+ LPS* und
die restlichen 4 mit dem Zusatz ,,+ LPS + AD*. Die beiden befiillten PAXgene®-Rohrchen
wurden ebenfalls mit dem Zusatz ,,nativ* gekennzeichnet, 2 weitere noch unbefiillte R6hrchen
ebenfalls mit dem Zusatz ,,+ LPS“ und zwei weitere mit dem Zusatz ,,+ LPS + AD* (siche

Abbildung 5).

Zunichst wurden die bendtigten Reagenzien vorbereitet. Das verwendete lyophilisierte
Lipopolysaccharid aus E. coli (026:B6, Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde in sterilem
Wasser aufgeldst, die erhaltene Konzentration betrug 1 mg/ml. Lipopolysaccharide (LPS)
sind relativ thermostabile Verbindungen aus fett- und zuckerdhnlichen Bestandteilen. Diese
sind in der &uBeren Membran gram-negativer Bakterien enthalten. Sie wirken als
hochpyrogene Antigene und dienen der serologischen Charakterisierung und Identifizierung
der Bakterien. Beim Zellzerfall werden Teile davon frei und wirken toxisch. Diese Fragmente
werden als Endotoxine bezeichnet, weil sie von intakten Bakterien nicht freigesetzt werden.
Actinomycin D (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde ebenfalls in sterilem,
injektionsfadhigem Wasser in einer Konzentration von 0,5 mg/ml gelost. Actinomycin D, aus
der Gruppe der Actinomycine, ist ein Peptid-Antibiotikum aus dem Bakterium Streptomyces

parvulus. Es besteht aus zwei zyklischen Peptiden, die iiber eine Phenoxazin-Einheit
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miteinander verbunden sind. Actinomycin D wirkt als Interkalator der DNA. In niedrigen
Dosierungen hemmt Actinomycin D die DNA-abhingige RNA-Synthese durch Interkalation
der Guanin-Nukleotide der DNA. Fiir die Anlagerung von Actinomycin D an die DNA spielt
das asymmetrische Phenoxazon eine wichtige Rolle, weil dieser Bestandteil sich spezifisch an
die an Guanin- und Cytosin-Nukleotid reichen (GC-rich) Stellen der DNA bindet. Durch die
Bindung an die DNA wird die DNA-abhéngige RNA-Polymerase blockiert; die Bildung von
mRNA unterbleibt und die Proteinproduktion sinkt ab. Bei hoherer Dosierung wird durch
Actinomycin D auch die DNA-Replikation gehemmt. Hierbei wird die DNA-Polymerase in

ihrer Aktivitit blockiert.

Beide Losungen wurden separat gemischt und sorgfiltig homogenisiert.

Ohne Zusatz LPS LPS + AD
Inkulggtion
PAXgene tubes EDTA Vollblut
Zellseparation
A\ 4 +
RNA-Isolation RNA-Isolation
PAXgene Mono-/Granulozyten

\/

Reverse transcription

A 4
Quantitative rt-PCR

Abbildung 5 schematische Darstellung des Versuchsansatzes: Nach standardisierter periphervendser

Blutentnahme erfolgte eine unverziigliche Aufarbeitung der nativ gewonnenen EDTA-Proben wéhrend
die nativ bestimmten PAXgene® Tubes nach Herstellerangaben 24 Stunden im Medium ruhten. In
vitro stimulierte beziehungsweise zuvor inhibierte und anschlieBend stimulierte EDTA-Proben
inkubierten 150 Minuten unter beschriebener Atmosphére. Nach Inkubation der ,,vorbehandelten*
EDTA-Proben wurden Teilmengen (je 2,5 ml, Doppelbestimmung) in neue PAXgene® Medien
iberfilhrt und nach Inkubation (24 h) protokollgerecht (vergleichend der wiederum sofort
durchgefiihrten Zellseparation) aufgearbeitet.
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Wihrend die ,,nativ befiillten PAXgene®-R6hrchen bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden
inkubierten, wurde das ,,native” 30 ml EDTA-Blut sofort gemdll Protokoll Zellseparation
aufgearbeitet (siche 3.1). Die acht weiteren befiillten EDTA-Vacutainer” wurden vorsichtig
gedffnet und mit jeweils 100 pg (=100 ul) LPS-Losung befiillt. Somit wurde eine LPS/Blut
Konzentration im Blut von 10 pg/ml generiert. Zu den 4 Rohrchen mit Zusatz ,,+ LPS + AD*
wurde zusétzlich 1 mg (= 2 ml) Actinomycin D-Ldsung zupipettiert. Hier betrug die
Actinomycin/Blut-Konzentration 100 pg/ml. Alle Rdhrchen wurden wieder sorgfiltig
verschlossen und gemischt. AnschlieBend wurden die 8 EDTA-RShrchen mit gedffnetem
Deckel im Brutschrank unter einer Atmosphére von 37 °C und 5 % CO, fiir 2% h inkubiert.
Danach wurden aus einem Réhrchen ,,+ LPS“ 5 ml Blut entnommen und in 2 PAXgene"-
Rohrchen (Kennzeichnung ,,+ LPS®, je 2,5 ml) umgefiillt. Selbiges wurde fiir die Proben mit
der Beschriftung ,+ LPS + AD“ durchgefiihrt. Alle PAXgene®-Rohrchen wurden fiir 24
Stunden inkubiert und der weiteren seriellen Analyse zugefiihrt, wihrend die EDTA-
Blutproben gemil3 des Protokolls der Zellseparation (siehe 3.1) unverziiglich aufgearbeitet

wurden.

3.1.2.G Gen of interest (Auswahl geeigneter Messparameter)

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir kommerziell erhéltliche Primer der Firma
Search-LC (Heidelberg). Die Auswahl der untersuchten Parameter erfolgte im Hinblick auf
die erwartete klinische Relevanz im Sinne der Fragestellung und wurde bereits in der
Einleitung (siche Punkt 1.5) erldutert. In allen Studienabschnitten untersuchten wir die
Zytokinexpression von TNF-o und IL-10. Bei intrazelluldren Analysen am Patienten
verwendeten wir neben den oben genannten Zytokinen noch IL1-ra, IL-8 und PMN-Elastase.

Zur Adjustierung des Messsystems sowie weiterfilhrenden Analysen und Fragestellungen
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fanden ebenso (in dieser Ubersichtsarbeit nicht gezeigte) Parameter wie CD25, TEK-PTK,

und IL-6 Eingang.

3.1.2.H Housekeeping-Gene als interne, intrazelluldre Normierungsgrof3en

Zum Ausgleich intra- und interindividueller Messabweichungen erfordert die qRT-PCR
Normierungsmethoden des gemessenen Zielgen-Signals.

Housekeeping-Gene sind Gene, welche optimalerweise nicht durch externe Einfliisse reguliert
und in allen Zellen konstant exprimiert werden. Sie kodieren fiir gewohnlich essentielle
Proteine fiir eine intakte Homdostase, beispielsweise fiir den Zellstoffwechsel, Proteine des
Zytoskeletts, ribosomaler RNA und Histone. Housekeeping-Gene wie  Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
Porphobilinogen-Desaminase (PBGD), Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH),
sowie B-Actin werden aufgrund Threr kostitutiven Expression hierfiir als interner Standard in
Bezug zum Target-Gen verwendet. Viele Untersuchungen konnten jedoch zeigen, das
Housekeeping Gene unter verschiedenen Bedingungen wie Hypoxie und Zellprolieferation
reguliert werden konnen. Bei einer deskriptiven Quantifizierung auf qRT-PCR-Basis ist es
daher notwendig, ein flir die spezifischen experimentellen Bedingungen geeignetes
Kontrollgen zu finden. Hierzu kamen kommerziell erhiltliche Primer-Sets fiir die oben

genannten Housekeeping-Gene der Firma Search-LC (Heidelberg) zum Einsatz.

3.1.3 Systemische Zytokinkonzentration (ELISA)

Es wurde ein Nicht-kompetetives ELISA zur Quantifizierung der Zytokinkonzentrationen in

Serum/Plasmaproben gewéhlt.
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Prinzip:

Das Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) gehort zu der Gruppe der Immunassay-
Verfahren und basiert auf einer enzymatischen Farbumschlagreaktion. Hierbei macht man
sich die Eigenschaft spezifischer Antikorper zu Nutze, die an dem nachzuweisenden Stoff
(Antigen) binden. Die somit enzymkatalysierte Reaktion dient als Nachweis fiir das
Vorhandensein des Antigens. Mit Hilfe der so genannten Double-Antibody-Sandwich-
ELISA-Methode konnen Zytokine sowie 16sliche Zytokin-Rezeptoren mit hoher Spezifitit
und Sensitivitdt quantitativ nachgewiesen werden. In diesem Assay kommen zwei Antikdrper
(Ak) zur Wirkung, welche an unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden: Der erste Ak
(coating-Antikorper) ist an einer festen Phase gebunden (96 Well-Mikrotiterplatte). Die Probe
mit dem nachzuweisenden Antigen (Ag) wird dann in Wells gegeben und bindet wéihrend der
Inkubationszeit an den coating-Ak. Im Rahmen eines Waschschritts werden die
ungebundenen Bestandteile entfernt und es verbleibt das coating-Ak-gebundene Antigen. Im
Folgeschritt wird ein polyklonaler Detektions-Antikorper zugegeben, an dessen Ende ein
Enzym (Meerrettichperoxidase) gebunden ist. Dieser bindet an einem weiteren Epitop des
Antigens und es entsteht ein Antikdrper-Antigen-Antikorper Komplex (,,Sandwich®). In
einem Folgeschritt wird der iiberschiissige zweite Antikdrper ausgewaschen und eine
chromogene Substratlosung (Tetramethylbenzidin in Peroxid-losung, TMB) aufgebracht.
Beendet wird die Farbreaktion zeitabhéngig mit Zugabe einer Stopplosung (Salzsdure bzw.
Schwefelsdure). Es erfolgt ein am Photometer messbarer, gelber Farbumschlag, welcher
proportional zum Ag-Ak-Ag- Komplex und somit auch zur Konzentration des Probenantigens
(hier: Zytokin) ist. Nach Erstellen einer Standardkurve und Vergleich photometrisch
bestimmter Rohwerte mit den Standardwerten kann die Konzentration ermittelt werden. Um
Messungenauigkeiten vorzubeugen, wurden sdmtliche Proben doppelt bestimmt und der
Konzentrationsmittelwert als Ergebnis verwendet. Doppelt bestimmte Ergebnisdifferenzen

unter 5 % fanden als Mittelwertdarstellung Eingang in den Ergebnisteil.
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Durchfiihrung:

Zur Quantifizierung ausgesuchter humaner Zytokinkonzentrationen kamen im Experiment

mediatorabhingig verschiedene kommerziell erhiltliche ELISA-Kits der Firmen Milenia

Biotec (Bad Nauheim) und R&D Systems (Wiesbaden, Nordenstadt) zum Einsatz.

Die verwendeten Testbestecke unterlagen der gleichen Methodik, wvariierten jedoch

geringfiigig hinsichtlich der vom Hersteller optimierten und empfohlenen Proben- und

Reagenzienvolumina. Tabelle 8 gibt einen Uberblick {iiber die abweichenden
Praparationschritte.
PMN- TNFa IL-8 IL-10 IL-1ra
Elastase
Hersteller Milenia Milenia Milenia Milenia R&D
Biotec Biotec Biotec Biotec Systems
Probenvolumen 10 ul 100 pl 25 ul 100 pl 200 pl
Material Li-Hep Li-Hep Li-Hep Li-Hep Li-Hep
Dilution 990 ul 150 pl 100 pl 50 ul 50 ul
Dilutionsvehaltnis 1:100 1:1,5 1:4 2:1 4:1
Assay - volumen 100 pl 250 pl 125 pl 150 pl 250 pl
1. Inkubation 60 min. 120 min. 120 min. 120 min. 120 min.
Waschen 4 x 300 pl 4 x 300 pl 4 x 300 pl 4 x 300 pl 4 x 400 pl
Enzym - Konjugat 150 pl 200 ul 150 ul + 50 100 pl 200 pl
2. Inkubation 60 min. 120 min. 120 min. 120 min. 120 min.
Waschen 4 x 300 pl 4 x 300 pl 4 x 300 pl 4 x 300 pl 4 x 400 pl
Substrat 200 ul TMB | 200 ul TMB | 200 pl TMB 100ul TMB | 200ul TMB
3. Inkubation 20 min. 30 min. 30 min. 30 min. 20 min.
Stopplosung 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 pl
Extinktion 450/620 nm 450/620 nm 450/620 nm 450/620 nm | 450/550 nm
Testempfindlichkeit | 3,0 ng/ml 6,0 pg/ml 3,5 pg/ml 3,0 pg/ml 22 pg/ml
Tabelle 8 ELISA-Protokoll: Dargestellt sind die Assay-spezifischen Unterschiede in der

Versuchsdurchfiithrung des ELISA.
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Nach Auflosen der Standards in lyophilisiertem Standard/Probenpuffer wurden ein unter 3.1.1
bzw. 3.2.2 gewonnenes Aliquots der Plasmaprobe unter Raumtemperatur aufgetaut und
gemill Herstellerangaben in einem Eppendorf-Reaktionsgefdl mit einem Standard/
Probenpuffer diluiert (zum Beispiel: Dilutionsgrad 1:100 entsprechend 10ul Plasmaprobe in
990 pl vorgelegtem Puffer) und sorgfiltig maschinell gemischt. Zuerst wurden Standards,
Leerwert und die Proben in die Kavitdten pipettiert. Nach einer ersten Inkubation auf dem
Schiittelinkubator bei 400 rpm erfolgten mehrere Waschschritte, um die nicht gebundenen
Substanzen zu entfernen. Nun wurde ein an die Peroxidase gebundener polyklonaler
Antikorper gegen das zu bestimmende Zytokin zugegeben. Im Anschluss einer weiteren
Inkubation auf dem Schiittler wurde das nicht gebundene Antikérper-Enzym-Reagenz durch
wiederholte Waschschritte entfernt. Als Substratlosung wurde eine Peroxid-gepufferte Losung
mit dem gebundenen Farbstoff Tetramethylbenzidin hinzugegeben. Das Substrat wurde von
der Peroxidase umgesetzt und bewirkte einen Farbumschlag. Die Farbreaktion wurde mit 2-
molarer Salzsdure (bzw. 2-molarer Schwefelsdure bei IL1-ra) gestoppt und die Farbintensitit
photometrisch bestimmt. Dabei wurde versuchsbesteck-abhidngig die optische Dichte (OD)
bei A = 450 nm bichromatisch am Microplate Reader (DigiScan, Fa. Asys Hitech, Eugendorf,
Osterreich) mit einer Referenzfilterwellenlinge von A = 650 nm innerhalb von 10 min.
bestimmt.

Mit der Computer-Software MikroWin 2000 Version 4.07 wurde anhand der Standardwerte
eine Standardkurve mit in der Regel 5 log- Einheiten der Dilutionsreihe generiert, welche der

doppelbestimmten Probenauswertung diente.
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3.2 Phase 2 - Klinisch experimenteller Teil

3.2.1 Patienten

Nach Genehmigung der lokalen Ethikkommission (AZ: 282/01) wurde diese Studie von
12/2001 bis 06/2004 an der Chirurgischen Klinik und Poliklinik-Innenstadt, Klinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen, durchgefiihrt. Es wurden im Rahmen dieser
prospektiven Arbeit alle Patienten eingeschlossen, welche initial vom Notarzt der Besatzung

,Florian 1/70/1 Miinchen behandelt wurden und folgende Kriterien erfiillten:

FEinschlusskriterien:

- Priklinisches Vorliegen eines funktionellen Herz- Kreislaufstillstands mit
Notwendigkeit einer kardiopulmonalen Reanimation und primdrem Wiedererlangen
eines Spontankreislaufs (return of spontaneous circulation — ROSC)

- Gewinnung der ersten Blutprobe nach ROSC < 30 Minuten.

- Alter: > 18 Jahre

Ausschlusskriterien:

- Strafgefangene, Schwangere und Patienten mit bekannter gesetzlicher Betreuung

- Schwere traumatische Mehrfachverletzungen im Sinne eines ,,Polytrauma“

- Patienten, welche innerhalb der ersten 48 h nach ROSC an Ihrer Grund- bzw.
Folgeerkrankung verstarben

- Ablehnung der Studienteilnahme durch den Patienten oder deren Angehorige
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Von allen Patienten wurde nach miindlicher und schriftlicher Aufkldrung moglichst noch
wiahrend der Beobachtungsdauer eine niedergelegte Einverstdndniserklarung eingeholt. Da
aufgrund der klinischen Situation (Bewusstlosigkeit, Intubation, Schmerzmittel etc.) das
Einverstindnis oftmals nicht initial erteilt werden konnte, wurde die Zustimmung des
Patienten zeitnah nach Wiedererlangen der kognitiven und selbstbestimmenden Fihigkeiten
eingeholt. Falls dies nicht moglich war, konnte das Einverstindnis der unmittelbaren
Angehorigen nach Aufkliarung erwirkt werden.

Die Dokumentation des klinischen Verlaufs, der laborchemischen Parameter, sowie des
therapeutischen Regimes erfolgte tdglich fortlaufend iiber die gesamte Beobachtungsphase.
Um das postinterventionelle Organversagen quantitativ erfassen zu konnen, wurden zu jedem
Blutabnahmezeitpunkt zusitzliche Parameter zur Berechnung des MOF-Scores nach Goris in

der Modifikation nach Lefering dokumentiert [118].
3.2.2 Probengewinnung

Die Blutentnahmen erfolgten direkt nach Wiedererlangen eines Spontankreislaufs {iber einen
zu initial therapeutischen Zwecken peripher etablierten Venenzugang durch den
erstversorgenden Notarzt (wenn medizinisch vertretbar, jedoch max. 30 min. nach ROSC),
sowie anschlieBend seriell nach 6h, 12h, 24h, 48h und 72h aus einem artericllen oder
zentralvendsen Zugang auf der behandelnden Intensivtherapiestation. Bei jeder Blutentnahme
wurden je 2 x 2,5 ml in PAXgene® blood RNA tubes, 2 x 4 ml in Natrium-Citrat-

Vacutainern® sowie 1 x 4 ml im EDTA-Vacutainer® Blut entnommen.

Oh 6h 12h 24h 48h 72h

1=l 1 |

Zeitpunkte der Blutentnahme nach ROSC

Abbildung 6 Zeitachse der seriellen Blutabnahmen
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3.2.3 Intrazellulire Zytokinexpression mittels Vollblutmedium (PAXgene®™)

A Weiterverarbeitung der Proben
Die gewonnenen Blutproben wurden in identischem Modus wie bei der Kontrollgruppe
prozessiert und unmittelbar im Anschluss weiterverarbeitet. Das entnommene EDTA-Blut

wurde umgehend zur Bestimmung eines Differentialblutbildes dem Labor zugefiihrt.

B Protokollmodifikation (shredder)

Da die methodische Umsetzung aus der Expertise am klinisch- und laborchemisch gesunden
Probanden erfolgte, wurde erst bei den ersten Patientenproben ein prozedurales Problem
offenbar: Bei vorliegender Leukozytose (> 16 x 10*’ml im EDTA-Blut) konnte nach
Proteinverdau kein geeigneter (RNA-haltiger) Prizipitations-Uberstand aufgrund einer
generalisierten, das gesamte Volumen ausfiillenden Pelletbildung generiert werden (siche
3.1.2.B.).

Nach direkter Riicksprache mit dem Hersteller wurde das QIAshredder® Set zur
mechanischen Pelletzerkleinerung mit anschlieBendem DNA-Verdau (RNase-free DNase Set,
beides Fa. Qiagen, Hilden) zum Ausschluss genomischer DNA-Kontamination bei sdmtlichen

Patientenproben streng nach Herstellerangaben implementiert.
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3.2.4 Systemische Zytokinkonzentration (ELISA) aus Patientenproben

Nach Zentrifugation der Natrium-Citrat Rohrchen (Analog der Kontrollgruppe, siche 3.1.1)
wurde der Serumiiberstand abpipettiert, aliquotiert und umgehend bei -80 °C bis zur Messung
gelagert. Die Analyse gestaltete sich identisch zur Kontrollgruppe am Probanden (siche

3.1.3).

3.2.5 Statistische Auswertung

Die ermittelten Messwerte der qRT-PCR wurden als ,,Kopienzahl / ul cDNA* (entsprechend
50 ng umgeschriebener mRNA) als Mittelwert aus der durchgefiihrten Doppelbestimmung als
Rohdaten erfasst. Patientendaten wurden auf die jeweilige zeitgleich vorliegende Expression
des Housekeeping-Gens HPRT, beziehungsweise GAPDH als dimensionslose Ratio normiert.
Zum gleichen Blutentnahmezeitpunkt mitbestimmte Serum-Zytokin-Konzentrationen wurden
als Mittelwert der durchgefiihrten Doppelbestimmung in ng / ml beziechungsweise pg / ml als
Rohdaten erfasst. Beide Rohdaten wurden pro Beobachtungszeitpunkt fiir die Patienten
gemittelt und als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes graphisch aufgetragen. Um
Gruppenunterschiede zu detektieren, wurden die Daten mittels ANOVA (Analysis of
Variance) on ranks fiir nicht-verbundene Stichproben nach Kruskall-Wallis, gefolgt von
Dunn’s test als post-hoc Verfahren analysiert. Zur Analyse eines eventuell signifikanten,
zeitlichen Verlaufs wurde eine Varianzanalyse fiir verbundene Stichproben (ANOVA),
gefolgt von der Student-Neumann Keuls Testmethode gewéhlt. Das Signifikanzniveau wurde
mit p < 0,05 festgesetzt um somit Gruppen- oder Verlaufsunterschiede als signifikant zu
bezeichnen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) weniger als 5 % betrégt.

Als statistische Software wurde Sigma Stat 2.0 (SPSS Inc., USA) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Phase 1 - Validierung des experimentellen Protokolls

4.1.1 Probanden

Es konnten fiir die jeweiligen Fragestellungen und Teil-Fragestellungen insgesamt 18 gesunde
Probanden (8 Frauen, 10 Ménner) mit einem durchschnittlichen Alter von 30 + 4 Jahren
rekrutiert werden, welche sich nach Aufklirung und Einwilligung fiir eine freiwillige

Blutentnahme im Hinblick auf die Validationsexperimente zur Verfligung stellten.

4.1.2 Intrazelluldre Zytokinexpression

A Zellseparation vs. Vollblutmedium

Zunidchst wurden Kontrollexperimente an 6 Probanden zum Methodenvergleich zwischen
dem PAXgene®-Vollblutmedium und immunkompetenten, zuvor separierten Monozyten und
Granulozyten durchgefiihrt. Zur Detektion der zu erwartenden Expressionsunterschiede mit
eventuell vorhandenen tageszeitlichen Schwankungen wurde ein direkter Vergleich zwischen
den Analysaten gewéhlt. Abbildung 7 zeigt am Beispiel des Housekeeping-Gens HPRT eine
vermehrt morgendliche, stabile Expression, welche sich sowohl im Vollblutmedium, als auch
in den Zellentititen reproduzierbar nachweisen 1dBt. Das Expressionsniveau ist hierbei fiir
beide Zeitpunkte in CD;4-positiven Monozyten deutlich héher (4356 vs. 3663 Kopien = SEM)
als in CD;s-positiven Granulozyten (1972 vs. 1262 Kopien £ SEM) und {iberwiegt somit

relativ dem Vollblutmedium (940 vs. 702 Kopien = SEM).
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Abbildung 7: Intrazellulire Expression von HPRT: Auf der Y-Achse aufgetragen die ermittelten

Kopienzahlen des exemplarisch dargestellten Housekeeping-Gens HPRT in Relation zur eingesetzten
Menge cDNA, bezogen auf das Analysat (PAXgene™Vollblutmedium, bzw. isolierte,
immunkompetente Leukozyten-Subpopulationen), jeweils in der morgendlichen bzw. abendlichen

Blutentnahme.

B Stimulationsbedingungen

Um die Reliabilitdt beider MeBsysteme zu iiberpriifen, liegt es auf der Hand, auch unter in-
vitro Stimulations- und Inhibitionsbedingungen systematische Analysen durchzufiihren und
prozedurale Grenzbereiche auszuloten. Dazu wurden die Messmedien mitsamt Probanden-
Blutproben hinsichtlich ihres Expressionsverhaltens unter internen (Stimulation) und externen
(tibliche Préparation) Storgroflen mittels des interkalierenden Inhibitors Actinomycin D und

Lipopolysaccharid gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 8 zeigt die Expressionsniveaus von TNF-a aus separierten, CD,4-positiven
Monozyten. Zu erkennen ist im Vergleich zu Nativproben ein reduziertes Niveau nach
sofortiger Actinomycin D- Zugabe (866 £ SEM vs. 255 + SEM Kopien/ul cDNA),
wohingegen nach LPS-Stimulation ein deutlich erhohtes Niveau zu erkennen ist (22240 +
SEM Kopien/ul ¢cDNA). Nach initialer Zugabe von Actinomycin D kann ein derartiges
Niveau durch LPS-Stimulation nicht mehr erreicht werden (855 £ SEM Kopien/ pul cDNA).
Ein qualitativ gleiches Phdnomen bei isolierten CD;s-positiven Granulozyten illustriert
Abbildung 9: Nach initialer Hemmung durch Actinomycin D 148t sich ebenso ein geringeres
intrazelluldres Niveau des proinflammatorischen TNF-a erzielen, als in Nativproben (586 vs.
2204 Kopien/ul cDNA + SEM). Auch hier stellt LPS einen starken Stimulus dar, welcher sich
durch Vorbehandlung mit Actinomycin D stark unterdriicken 148t (36087 vs. 6982 Kopien/ul

cDNA + SEM).
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Abbildung 8 und 9: Intrazellulire Expression in Monozyten unter Stimulationsbedingungen: Auf der

Y-Achse aufgetragen die ermittelten Kopienzahlen vom exemplarisch  dargestellten
proinflamatorischen TNF-a in Relation zur eingesetzten Menge c¢DNA, bezogen auf das
Stimulationsmodell. Abbildung 8 (oben) zeigt intrazelluldren Expressionsniveaus aus separierten
CDy4-positiven Monozyten, Abbildung 9 (unten) illustriert das Verhalten aus separierten CDjs-
positiven Granulozyten.
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Auch im PAXgene®-Vollblutmedium ist der Einfluf einer in-vitro Stimulation mittels LPS
nachvollziehbar: Abbildung 10 zeigt im gleichen Modell eine Zunahme der TNF-a
Expression im Vergleich zum unbehandelten (nativen) Probandenblut (55 vs. 3908 Kopien/ul
cDNA + SEM).

Initial mit Actinomycin D inhibiertes EDTA-Vollblut weist nach LPS-Inkubation ein deutlich

geringeres Niveau auf (127 Kopien/ul cDNA + SEM).

Intrazellulare TNF-a Expression im PAXgene- Mediun
unter Stimulationsbedingungen
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Abbildung 10: Intrazelluldre Expression im PAXgene® Vollblutmedium unter

Stimulationsbedingungen: Auf der Y-Achse aufgetragen die ermittelten Kopienzahlen vom
exemplarisch dargestellten proinflamatorischen TNF-a in Relation zur eingesetzten Menge cDNA,
bezogen auf das Stimulationsmodell. Stimuliertes ETDA-Vollblut wurde nach Inkubation zugespritzt

und als PAXgene"™ Medium weiterprozessiert.
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C Normierungsmethoden / Housekeeping-Gene

Zur Interpretation des intrazelluldr bestimmten Zielgen-Signals wurden zur notwendigen
Normierung die Housekeeping-Gene Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT),
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase =~ (GAPDH),  Porphobilinogen-Desaminase
(PBGD), Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G-6 PDH), sowie B-Actin auch unter
Stimulationsbedingungen mitbestimmt. Optimalerweise sollten sie konstante, durch exogene
Einfliisse nicht beeinflussbare Expressionsmuster aufzeigen. Auch hierbei erschien der
etablierte, zuvor beschriebene Stimulationsversuch als Auswahlkriterium zielfithrend.
Abweichend vom obigen Modell wurde im Hinblick auf die klinische Phase ausschlielich
das Expressionsverhalten im Vollblut-PAXgene® Medium evaluiert. (Abbildung 11 )

HPRT zeigte hierbei unter LPS-Stress einen Niveauabfall, welcher sich durch vorherige
Actinomycin D Inhibition relativieren lie (173 vs. 85 vs. 119 Kopien / ul cDNA + SEM).
Bei G-6 PDH stellen wir qualitativ ein dhnliches Verhalten fest, wenn auch mit groferem
Standardfehler vom Mittelwert und insgesamt groBeren Kopienzahlen (903 vs. 643 vs. 867
Kopien / pul cDNA + SEM). PBGD wies einen Niveauabfall unter LPS-Stress auf, welcher
sich unter Actinimycin D Inhibition noch verstirkte (249 vs. 135 vs. 70 Kopien / ul cDNA +
SEM).

Demgegeniiber zeigte GAPDH sowie B-Actin einen sehr viel hoheren Wertebereich des
erzielten Zielgen-Signals, weshalb sie in einem gesonderten Ordinatensystem (Abbildung 12)
quantitativ dargestellt werden sollen: Abweichend vom Vergleich mit anderen Housekeeping-
Genen zeigt sich bei GAPDH unter LPS-Stress eine Erhdhung des Niveaus, welches sich
durch Actinomycin D unterhalb des Ausgangswerts relativieren 16t (25511 vs. 28252 vs.
14748 Kopien / ul cDNA + SEM). B-Actin weist den mit Abstand grofiten Wertebereich auf
und zeigt unter LPS-Stress einen Niveauabfall, welcher nach vorheriger Actinomycin D-
Blockade in seiner Auspridgung zunimmt (96383 vs. 88987 vs. 62807 Kopien / pul cDNA =+

SEM).
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Abbildung 11 und 12: Intrazellulire Expression ausgesuchter Housekeeping-Gene im PAXgene®

Vollblutmedium unter Stimulationsbedingungen: (Abb. 11 OBEN: Parameter HPRT, G-6 PDH,

PBGD; Abb. 12 UNTEN: Parameter GAPDH und -Actin; getrennte Darstellung um dem Parameter-
individuellen Wertebereich gerecht zu werden). Auf der Y-Achse aufgetragen die ermittelten
Kopienzahlen der dargestellten Housekeeping-Gene in Relation zur eingesetzten Menge cDNA,
bezogen auf das Stimulationsmodell. Stimuliertes bzw. zuvor inhibiertes und anschlieend stimuliertes
ETDA-Vollblut (siche 3.1.2.F) wurde nach Inkubation dem PAXgene® Medium zugespritzt und nach
3.1.2.B weiterprozessiert.

140000
MW + SEM
120000 4
g
& 100000
£
(=)
c
8 80000 4
<
b
3 60000
=
3
£ 40000 4
g T
20000 4
0 r - r
GAPDH B Actin
[n=4]
R \ativ
) -+ LPs

@ + AD +LPS
60



4.1.3 ELISA

Am Kontrollkollektiv (n = 6) wurden Serumproben fiir die Etablierung des Experiments
mittels ELISA zum Nachweis zirkulierender Zytokine auch im Hinblick auf die
Anwendbarkeit in der klinischen Phase durchgefiihrt. Abbildung 13 zeigt die ermittelten
Konzentrationen fiir TNF-a, PMN-Elastase, IL-8, IL-10 und IL1-ra, welche als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts auch als Kontrolle zu den ermittelten Serumkonzentrationen
am Patienten Eingang finden. Die in der Doppelbestimmung generierten Ergebnisse (siche
3.1.3) decken sich dabei mit den von den Herstellern der Testbestecke angegebenen, zu
erwartenden Konzentrationen an externen Kontrollprobanden. Somit kann auch in diesem

etablierten Set-up von einer ausreichenden Paralleltest-Reliabilitdt ausgegangen werden.

600

MW = SEM

_ 500 o °
©
[}
©
@ 400 4
o
zZ
=
o, 300 4
E
o
c
=< 200 4
= [ J
o
= 100 4 ;

0o et

TNF a PMN-Elastase IL-8 IL-10 IL1-ra

[n=6]

Abbildung 13: Systemische Zytokin-Konzentrationen in Serumproben gesunder Probanden: auf der

Y-Achse aufgetragen ist die Konzentration der analysierten pro- und antiinflammatorischen Zytokine
in pg/ml, [lediglich fir PMN-Elastase gilt die Messgrofie: ng/ml]. Die Analyte wurden fiir jeden
gesunden Probanden an einem Abnahmezeitpunkt (jeweils morgens 8.00 Uhr) generiert und die
Ergebnisse als Mittelwert einer Doppelbestimmung (siehe 3.1.3) in der Box-Plot-Darstellung

zusammengefasst.
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4.2  Phase 2 - Klinisch experimenteller Teil

4.2.1 Patienten

Es wurden 15 Patienten (13 minnliche, 2 weibliche) gemil der definierten
Einschlusskriterien eingeschlossen. Das mittlere Alter aller Patienten betrug 61 Jahre (£ SD =
16 Jahre). Die Reanimationsdauer variierte zwischen 5 und 40 Minuten (16 £ 9 min.). 9
Patienten iiberlebten den Beobachtungszeitraum (Krankenhausaufenthalt bis zur Verlegung
oder Entlassung), wohingegen 6 Patienten im klinischen Verlauf verstarben. In Tabelle 9 sind
die zugrunde liegenden Erkrankungen der kardiopulmonal reanimationspflichtigen Patienten

sowie den iibrigen epidemiologischen Daten zusammengefasst.
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Tabelle 9: Patientenkollektiv: n = 15, Méannlich: 13, Weiblich: 2

Pat. | Initialen Initiale Grunderkrankung Alter | Geschlecht Outcome CPR-
ID Dauer
1 H.,E. Alkoholabusus, respiratorische Insuffizienz bei 62 m Uberlebt, Selbstentlassung aus 5 Min.
Hypothermie und Hyperkapnie, Asystolie Klinik
11 B. H. Kammerflimmern bei 75 m Ubetlebt 5 Min.
Myokardinfarkt
111 B.A. Asystolie bei infektazerbierter COPD und respiratorischer Insuffizienz 63 m Verstorben am 4. Behandlungstag | 25 Min.
Hypoxie
v D.,T i.v. Drogenmischintoxikation 32 m Verstorben, 10 Min.
Aspiration, Brady-Asystolie Hirntod
\Y F.T. Schweres isoliertes Thorax-Einklemm-Trauma, Hypoxie, Asystolie 34 m Ubetlebt, 15 Min.
in Rehabilitation
VI G, K. Myokardinfarkt 61 m Uberlebt, 10 Min.
Kammerflimmern in Rehabilitation
VII M.H Asystolie bei 86 m vor 3. Behandlungstag verstorben | 17 Min.
Myokardinfarkt
VIII G.,N. Kammerflimmern, Hinterwandinfarkt 56 m Ubetlebt in Rehabilitation 25 Min.
IX K.,G Kammerflimmern, 45 m Uberlebt, in Rehabilitation 2x10
Myokardinfarkt Min.
X B..D. Asystolie bei 44 m Ubetlebt, in Rehabilitation 10 Min.
Myokardinfarkt
XI V.L Bekannte Kardiomyopathie 70 m Verstorben nach 3. 10 Min.
Kammerflimmern Behandlungstag
XII H.,W. Votrbekannte KHK, 76 m Verstorben nach 3. 20 Min.
Z.n. Myokardinfarkt, Re- Infarkt, Behandlungstag
Asystolie
XIII K.,C. Myokardinfarkt, 76 w Ubetlebt, cerebrale Hypoxie 20 Min.
Kammerflimmern
X1V S.A. Asystolie bei 66 m Uberlebt, in Rehabilitation 10 Min.
Myokardinfarkt
XV B.,M. Asystolie, fulminante Lungenembolie 72 W Verstorben nach 72 h 40 Min.
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4.2.2 Intrazelluldre Zytokinexpression und systemische Zytokinkonzentration

A Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a)

Die intrazelluldre Expression von TNF-a normiert auf HPRT im Messzeitraum zeigt einen
biphasischen Verlauf mit einem Maximum zwischen 6h und 12h nach kardiopulmonaler
Reanimation. Dies wird insbesondere fiir die verstorbene Subgruppe deutlich (Abbildung

14).
TNF-a Zytokinexpression normiert auf HPRT
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Abbildung 14: Relative intrazellulire Expression von TNF-o gegen HPRT: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von TNF-a in Abhingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als

Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM).
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Normiert auf GAPDH hingegen (Abbildung 15) fillt das relative Niveau zum 6h Wert ab und
steigt dann im {ibrigen Messzeitraum sowohl fiir die Gesamtgruppe, als auch fiir die beiden
Subgruppen, leicht an. Beide normierten Verldufe verhalten sich jedoch lediglich deskriptiv

ohne Signifikanz.
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Abbildung 15: Relative intrazellulire Expression von TNF-a gegen GAPDH: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von TNF-a in Abhédngigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als

Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM).
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Im Vergleich der intrazelluliren Daten mit den Serumkonzentrationen (ELISA, Abbildung
16) erhdlt man einen auf HPRT-normiert vergleichbaren Eindruck, mit
Konzentrationsmaxima um 6h nach Ereignis. Auch hierbei handelt es sich sowohl im
Beobachtungszeitraum, wie auch im direkten Vergleich mit der Kontrollgruppe um eine

deskriptive Beobachtung ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 16: Systemische Zytokin-Konzentrationen von TNF-a: auf der Y-Achse aufgetragen ist

die Konzentration des analysierten pro-inflammatorischen Zytokins in pg/ml in Abhingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Ordinatennah ist zum Vergleich die Kontrollgruppe aufgefiihrt (n = 6). Analog
zum Vergleich mit den intrazelluldren Daten ist folgend sowohl das Gesamtpatientenkollektiv (n = 15)
wie auch die Subgruppen iiberlebenden Patienten (n = 9) und der verstorbenen Patienten (n = 6)
aufgetragen. Ergebnisse als Mittelwert der Doppelbestimmungen je Messzeitpunkt + SEM. Der

Verlauf ist qualitativ vergleichbar mit den intrazelluldren Daten normiert auf HPRT (Abbildung 14).
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B Interleukin 10 (IL-10)

Auf HPRT intern normiert zeigt sich bei IL-10 ein vom Initialwert (Oh) ausgehender Anstieg
der relativen Zytokinexpression fiir das gesamte Patientenkollektiv und die iiberlebende
Subgruppe bis 12h nach Ereignis, gefolgt von einer relativen Niveauabnahme.
Interessanterweise wird dieser Niveauanstieg von der verstorbenen Subgruppe erst zum 24h

Zeitpunkt im Maximum erreicht (siche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Relative intrazellulire Expression von IL-10 gegen HPRT: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von IL-10 in Abhéngigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als

Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW £+ SEM).
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Eine Normierung von IL-10 auf GAPDH (Abbildung 18) zeigt im Vergleich zu den auf
HPRT normierten Werten einen Anstieg der dimensionslosen Ratio bis einem Maximalwert
bei 24h nach Ereignis, um so ausgeprégter fiir die iiberlebende Subgruppe. Bemerkenswert
erscheint hierbei auch der mathematisch geringe Wertebereich (X x 10™) fiir die ermittelten
Ratios, bedingt durch relativ geringe absolute Kopienzahlen fiir IL-10 und relativ hohe

Kopienzahlen fiir GAPDH.
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Abbildung 18: Relative intrazelluldre Expression von IL-10 gegcen GAPDH: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von IL-10 in Abhéingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als

Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM).
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Die Serumanalyse fiir IL-10 zeigt ein Konzentrationsmaximum im Initialwert (Oh), sowohl fiir
das gesamte Patientenkollektiv (226 pg / ml = SEM), als auch fiir die iiberlebende Subgruppe
(345 pg / ml = SEM) (Abbildung 19).

Von der verstorbenen Subgruppe wird ein Konzentrationsmaximum (468 pg / ml £ SEM) erst
nach 6h erreicht, gefolgt von einer kontinuierlich fortschreitenden Konzentrationsabnahme
iiber den gesamten Messzeitraum. Weder fiir die intrazelluldren Daten (normiert auf HPRT
oder GAPDH), als auch fiir die Serumkonzentrationen (ELISA) besteht keine statistische
Signifikanz.  Ein  deskriptiver = Zusammenhang der normierten intrazelluldren

Expressionsmuster und den zirkulierenden Serumkonzentrationen ldsst sich nicht erkennen.

1000

MW + SEM

800 +

600 +

400 +
200 +
LR Nl §ils |
6h 12 h 24 h

KONTROLLE Oh 48h 72h
[n=#6]

IL - 10 Konzentration im Serum [ pg / ml ]

Abnahmezeitpunkte
El Gesamt:n=15
=1 Uberleben: n=9
[ Verstorben: n =6

Abbildung 19: Systemische Zytokin-Konzentrationen von IL-10: auf der Y-Achse aufgetragen ist die

Konzentration des analysierten anti-inflammatorischen Zytokins in pg/ml in Abhéngigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Ordinatennah ist zum Vergleich die Kontrollgruppe aufgefiihrt (n = 6). Analog
zum Vergleich mit den intrazelluldren Daten ist folgend sowohl das Gesamtpatientenkollektiv (n = 15)
wie auch die Subgruppen der iiberlebenden Patienten (n = 9) und der verstorbenen Patienten (n = 6)

aufgetragen. Ergebnisse als Mittelwert der Doppelbestimmungen je Messzeitpunkt £ SEM.
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C Interleukin 1 Rezeptorantagonist (IL1-ra)

Beziiglich der auf HPRT normierten Zytokinexpression (Abbildung 20) von IL1-ra zeigt sich
6h und 12h nach Ereignis ein zum Ausgangswert (Oh) signifikant erhdhtes Niveau in der
Gesamtpatientengruppe (Ratio IL1-ra/ HPRT: 194 und 204 vs. 30 = SEM). Ein weiterer,
ebenfalls zum Ausgangswert signifikanter, relativer Expressionsanstieg besteht nach 48h
(Ratio IL1-ra/ HPRT: 197 +£ SEM). Einen qualitativ gleichen, wenn auch nicht signifikanten
Verlauf zeigt die iiberlebende Subgruppe. Das relative Expressionsmaximum fiir die
verstorbene Subgruppe wird erst nach 24h erreicht.
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Abbildung 20: Relative intrazelluldre Expression von IL1-ra gegen HPRT: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von IL1-ra in Abhéngigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als
Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW = SEM). 6, 12 und 48 h ist das relative

Expressionsniveau signifikant gegeniiber dem Ausgangswert erhoht. * = p<0,05
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IL1-ra normiertes, intrazelluldres Expressionsverhalten auf GAPDH zeigt dagegen ein vom
Ausgangswert (Oh) bis 24h nach Ereignis ansteigendes relatives Verhalten (Abbildung 21).
Lediglich zwischen den beiden Subgruppen zeigt der Vergleich eine ab des 24h Wertes
deutliche, jedoch nicht statistisch signifikante Mehrexpression der Ratio des verstorbenen

Kollektivs bis zum 72h Wert (Ratio IL1-ra/ GAPDH: 0,05 vs. 0,2 + SEM).
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Abbildung 21: Relative intrazellulire Expression von IL1-ra gegen GAPDH: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von IL1-ra in Abhéngigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als
Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM). Divergierende relative

Expression zwischen iiberlebender und versterbender Subgruppe im zeitlichen Verlauf bis 72h.
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Vergleichend mit der Serumanalyse fiir IL1-ra (Abbildung 22) wird ein zur Kontrollgruppe
statistisch signifikanter Konzentrationsanstieg mit Maximalwerten 6h nach Ereignis deutlich
(6224 vs. 302 pg / ml +£ SEM), welcher im Beobachtungszeitraum stetig abnimmt, jedoch
nach 72h immer noch vergleichend mit der Kontrollgruppe signifikant erhoht ist (1965 pg /

ml £ SEM).
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Abbildung 22: Systemische Zytokin-Konzentrationen von IL1-ra: auf der Y-Achse aufgetragen ist die

Konzentration des analysierten anti-inflammatorischen Zytokins in pg/ml in Abhéngigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Ordinatennah ist zum Vergleich die Kontrollgruppe aufgefiihrt (n = 6). Analog
zum Vergleich mit den intrazelluldren Daten ist folgend sowohl das Gesamtpatientenkollektiv (n = 15)
wie auch die Subgruppen der iliberlebenden (n = 9) und der verstorbenen Patienten (n = 6) aufgetragen.
Ergebnisse als Mittelwert der Doppelbestimmungen je Messzeitpunkt + SEM. Signifikante

Konzentrationserhohung im Vergleich zur Kontrolle. * = p<0,05
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D Interleukin-8 (IL-8)

Die auf HPRT normierte intrazellulire Zytokinexpression von IL-8 zeigt eine vom
Ausgangswert (Oh) bis 6h leicht ansteigende Tendenz (Abbildung 23). Jenseits des 12h-
Wertes sinkt das relative Niveau verglichen mit dem Oh Wert bis zur 72 Beobachtungsstunde
(signifikant bei 48h und 72h, Ratio IL-8 / HPRT: 0,28 und 0,13 vs. 2,34 £ SEM).
Werteminima werden von der iiberlebenden Subgruppe bereits 24h nach Ereignis erreicht,

wohingegen die verstorbene Subgruppe ihr Werteminimum erst nach 72h erreicht.
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Abbildung 23: Relative intrazelluldre Expression von IL-8 gegen HPRT: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von IL-8 in Abhingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als
Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM). 48 h und 72 h ist das relative

Expressionsniveau signifikant gegeniiber dem Ausgangswert erniedrigt. * = p<0,05
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Auch die auf GAPDH normierte intrazelluldre Zytokinexpression von IL-8 zeigt ein vom
Ausgangswert (Oh) stetig abnehmendes Niveau iiber den gesamten Beobachtungszeitraum bis
72h (Abbildung 24). Statistisch signifikant erniedrigte Korrelationen im Vergleich zum
Ausgangswert werden ab der 24. Beobachtungsstunde erreicht

(Ratio IL-8 / GAPDH: 2,7x 10* 1,8 x 10™*; 1,2 x 10 vs. 1,0 x 10 + SEM).
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Abbildung 24: Relative intrazellulire Expression von IL-8 gegen GAPDH: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von IL-8 in Abhéingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als
Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM). 24, 48 und 72h ist das

relative Expressionsniveau signifikant gegeniiber dem Ausgangswert erniedrigt. * = p<0,05
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Die Serumanalyse von IL-8 zeigt eine bis zum 6h- Messwert ansteigende Konzentration fiir
das Gesamtkollektiv, wie auch fiir die iiberlebende oder verstorbene Subgruppe, gefolgt von
einer Konzentrationsabnahme ab der 12 Behandlungsstunde nach Ereignis (Abbildung 25).
Die ermittelten Konzentrationen erweisen sich signifikant erhoht gegeniiber der

Kontrollgruppe bis zur 24 Beobachtungsstunde(54; 1080; 193; 64 vs. 0 pg / ml = SEM).
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Abbildung 25: Systemische Zytokin-Konzentrationen von IL-8: auf der Y-Achse aufgetragen ist die

Konzentration des analysierten pro- inflammatorischen Zytokins in pg/ml in Abhingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Ordinatennah ist zum Vergleich die Kontrollgruppe aufgefiihrt (n = 6). Analog
zum Vergleich mit den intrazelluldren Daten ist folgend sowohl das Gesamtpatientenkollektiv (n =
15), wie auch die Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und der verstorbenen Patienten (n = 6)
aufgetragen. Ergebnisse als Mittelwert der Doppelbestimmungen je Messzeitpunkt + SEM.

Signifikante Konzentrationserhohung im Vergleich zur Kontrolle bei Oh, 6h, 12h und 24h. * = p<0,05
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E Poly-Morpho-Nukleire-Elastase (PMN-Elastase)

Normiert auf HPRT (Abbildung 26) zeigt die intrazelluldre Zytokinexpression von PMN-
Elastase einen ab dem Ausgangswert (Oh) signifikanten Abfall des relativen Niveaus bis zum
24h Messzeitpunkt (signifikant fiir 6h, 12h und 24h, Ratio PMN-Elastase / HPRT: 2,0; 1,27
und 0,49 vs. 9,46 £ SEM), um dann in der Folge bis zum Ende des Beobachtungszeitraum
(72h) leicht anzusteigen. Sowohl die gesamte Patientenpopulation wie auch die iiberlebende
oder verstorbene Subgruppe zeigen diese Entwicklung, wenn auch mit groferer Auspragung

fiir die verstorbene Subgruppe.
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Abbildung 26: Relative intrazelluldre Expression von PMN-Elastase gegen HPRT: Auf der Y-Achse

aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von PMN-Elastase in Abhingigkeit zu den
Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als
Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW = SEM). Vom Ausgangswert (Oh)

signifikant fallende relative Expressionsniveaus bis 24h. * = p<0,05
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Auch die auf GAPDH korrelierte intrazellulire PMN-Elastase Expression zeigt qualitativ
einen gleichen relativen Niveauverlauf iiber die Zeit (Abbildung 27, vgl. Abbildung 26).
Die vom Ausgangswert (Oh) in der zeitlichen Folge bestimmten relativen Niveaus nehmen

deskriptiv bis 24h nach Ereignis ab, um nach 48h leicht anzusteigen.
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Abbildung 27: Relative intrazellulire Expression von PMN-Elastase gegen GAPDH: Auf der Y-

Achse aufgetragen die relative, dimensionslose Zytokinexpression von PMN-Elastase in Abhingigkeit
zu den Abnahmezeitpunkten. Aufgetragen ist die Gesamtpatientenpopulation (n = 15), sowie die darin
enthaltenden Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und verstorbenen Patienten (n = 6) als
Mittelwertdarstellung mit Standardfehler vom Mittelwert (MW + SEM). Deskriptiv vom

Ausgangsmesswert (Oh) fallende relative Expressionsniveaus bis 24h.
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Die Serumanalyse von PMN-Elastase zeigt qualitativ einen mit den intrazelluldren Daten
vergleichbaren  Verlauf (Abbildung 28): Vom Ausgangswert (0Oh) fillt die
Serumkonzentration nach Ereignis bis zum 24h Messzeitpunkt ab, um in der Folge erneut
leicht anzusteigen. Die ermittelten Konzentrationen sind jedoch fortlaufend im Vergleich zur
Kontrolle erhoht (signifikant fiir 0, 6, 24, 48 und 72h).
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Abbildung 28: Systemische Zytokin-Konzentrationen von PMN-Elastase: auf der Y-Achse

aufgetragen ist die Konzentration des analysierten pro- inflammatorischen Zytokins in ng/ml in
Abhéngigkeit zu den Abnahmezeitpunkten. Ordinatennah ist zum Vergleich die Kontrollgruppe
aufgefithrt (n = 6). Analog zum Vergleich mit den intrazelluldren Daten ist folgend sowohl das
Gesamtpatientenkollektiv (n = 15), wie auch die Subgruppen der iiberlebenden (n = 9) und der
verstorbenen Patienten (n = 6) aufgetragen. Ergebnisse als Mittelwert der Doppelbestimmungen je
Messzeitpunkt = SEM. Signifikante Konzentrationserhéhung im Vergleich zur Kontrolle bei Oh, 6h,

24h, 48h und 72h. * = p<0,05
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5. Diskussion

Erstmalig konnte im Rahmen dieser Studie gezeigt werden, das sequenzielle intrazellulire
Analysen auch bei kritisch erkrankten Patienten nach kardiopulmonaler Reanimation bereits
durch préklinisch asservierte Vollblutproben moglich sind. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag
auf der Detektion ausgesuchter pro- und anti-inflammatorischer intrazelluldrer,
zytokinvermittelter Immunmodulation nach generalisierter Zellhypoxie, wie sie bei
reanimationspflichtigem Kreislaufversagen auftritt und dem direkten Vergleich mit den
Serumkonzentrationen. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich nach dem Ereignis
ausgesuchte Genexpressionsprofile zum Teil signifikant regulieren und deskriptive

Gruppenunterschiede zwischen der {iberlebenden und der verstorbenen Patientensubgruppe

bestehen.
5.1 Phase 1 - Validierung des experimentellen Protokolls
5.1.1 Zellseparation vs. Vollblutmedium

Humanes Vollblut stellt eine vitale, schnell verfiigbare Quelle fiir grundlegende RNA-
Analysen dar. Vollblut RNA-Isolationsstrategien zielen also darauf ab, priparatorische ex
vivo Einfliisse auf die fragile RNA im Hinblick auf valide Ergebnisse zu minimieren.

Um fiir die experimentellen Folgeschritte reprdsentative Vertreter der zelluldren
Immunmodulation gewinnen zu konnen, bedienten wir uns einer etablierten
immunomagnetisch aktivierten Zellsortierung (MACS), welche Monozyten und Granulozyten
aus einem EDTA-Vollblutvolumen mittels Oberflichen-Antikorper  beschichteten,

ferromagnetischen Partikeln in einem Permanentmagnetfeld zu separieren vermag.
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Beschrieben ist in diesem Zusammenhang eine prozedural bedingte in-vitro-Aktivierung der
Immunzellen [200]. Eine interessante Alternative zu weiteren zellseparierenden Verfahren
bietet das PAXgene® Blood RNA-System im Hinblick auf RNA-basierende Vollblutanalysen:
Zum Einen verspricht es durch standardisierte Reagenzien und minimiertes prozedurales
Aufarbeiten eine Artefaktminimierung der Ergebnisse [201].

Ein weiterer, entschiedener Vorteil des PAXgene®-Vollblutmediums liegt vergleichend zu
traditionellen, zellseparierenden Vollblut-Analysen im Gebrauch eines reduzierten
Blutvolumens fiir eine ausreichende Menge bendtigter mRNA [27]. Dieser bei der
Blutentnahme auch zeitaufwendigere Volumenmehrbedarf ist bei der kritischen klinischen
Situation der Patienten problematisch. Auch gestaltet sich die analytische Aufbereitung im
PAXgene®-Vollblutmedium hinsichtlich Lagerungsméglichkeit und Schutz vor RNA-
Degradation, bedingt durch die beinhaltete stabilizing solution, praanalytisch realitdtsgerecht
[154;165] und eroffnet auch logistisch neue klinische und préklinische Einsatzmdoglicheiten.
Erste Vorbehalte beziiglich der RNA-stabilisierenden Eigenschaften aus jiingerer Zeit
beziehen sich auf die Nutzung und Expertise des Mediums im Zusammenhang mit
Knochenmark und konnen unsererseits zum gegenwértigen Zeitpunkt bei Vollblutproben
nicht nachvollzogen werden [102].

Somit lag im Vorfeld unserer klinischen Expertise eine der Zellsepatation gegeniiberstellende
Validation des PAXgene"-Systems am gesunden Probanden auf der Hand:

Wie aus unseren vergleichenden Daten ersichtlich wird, werden je nach Zellentitdt auch bei
Housekeeping- Genen unterschiedliche Expressionswerte generiert. Dieses Verhalten konnte
bereits bei dhnlichen Analysen gezeigt werden [116]. Eine in unseren Daten erkennbare
tageszeitliche Regulation ausgesuchter Zielgene, welche sowohl im Vollblutmedium, als auch
in mononulkledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) deutlich wird (Abbildung 7),
widerspricht nicht den Erfahrungen anderer Autoren und unterstreicht die Validitit dieser

vergleichenden Messungen [104]. Vorteilhaft erscheint es, bei Untersuchungen aus PBMC’s
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die Provenienz der untersuchten Ausprigung bestimmt vorherzusagen. Demgegeniiber kann
es gerade bei Erstanalysen sinnvoll sein, ein iibergeordnetes Abbild der Inflammations-
situation zu erhalten, wie sie im zirkulierenden Vollblut durch Miterfassung mehrerer
Zellentitdten mit Immunkompetenz, wie etwa T-Lymphozyten, B-Zellen, Natural-Killer-

(NK)-Zellen und weiteren abgebildet wird.

5.1.2 Stimulationsbedingungen

Um die funktionale Charakteristik des Versuchsaufbaus auch in regulatorischen
Grenzbereichen besser abschidtzen zu konnen, wurden beide Systeme unter
Stimulationsbedingungen gegeneinander verglichen (siche Abbildungen 8, 9, 10). Anlehnend
an methodisch vergleichbare Untersuchungen wurde ein Model zur Stimulation mittels
Lipopolysaccharid (LPS) und Inhibition mittels Actinomycin D gewéhlt [86;87;183]. LPS ist
in der Lage am Serumprotein Lipoprotein-binding-protein (LPB) einen Komplex zu bilden
und bei Kontakt am CD;4-Rezeptor eine Zytokinliberation zu initiieren [168]. Es konnte
gezeigt werden, dass die intrazellulire Expression von TNF-o unter Kulturbedingungen
induzierbar ist und der Nachweis sowohl bei separierten CD4- oder CD;s-positiven PBMC's,
als auch im Vollblutmedium nachweisbar ist. In der gewihlten Actinomycin D-
Konzentration wurde ebenso effektiv durch Interkalation die DNA-abhingige RNA-Synthese
gehemmt, sodass trotz LPS-Induktion eine Mehrexpression von TNF-o unterblieb.
Interessanterweise  zeigte sich bei sofortiger Actinomycin D- Zugabe eine
Expressionsabnahme in Monozyten und Granulozyten im Vergleich zu unmittelbar
prozessierten Nativproben, als Hinweis fiir eine mdoglicherweise —stattgehabte,
prozedurbedingte Regulation. Die prozedurbedingte Artefaktanfilligkeit bei RNA-
Priaparationen wurde in der Literatur bereits erwédhnt [155] und verdeutlicht den Vorteil der

Nutzung des Vollblutmediums mit der enthaltenden stabilizing-solution.
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5.1.3 Normierungsmethoden / Housekeeping-Gene

Quantitative RT-PCR Analysen sind in der Lage reproduzierbar, hoch-sensitive Zielgen-
Expressionen auch bei sehr niedrigen Ausgangs mRNA-Konzentrationen zu detektieren und
werden beziliglich dieser Fragestellungen auch als ,,Goldstandard“ bezeichnet [4;178].
Problematisch ist jedoch die Interpretation der ermittelten absoluten Kopienzahl aufgrund der
Zielgen-abhingigen, hohen inter-individuellen Variabilitdt. Vorraussetzung fiir einen
zuverldssigen quantitativen Nachweis ist eine funktionierende mRNA-Analytik, welche
exakte mRNA-Quantifizierungsergebnisse bei ausreichender Genauigkeit und hoher
Wiederholbarkeit liefert [23]. Gegeniiber einer absoluten Quantifizierung, welche anhand
einer gegebenen Kalibrierkurve basierend auf Dilutionsreihen von qRT-PCR Produkten
beruht, bietet eine relative Quantifizierung, bei der die Zielgen-Expression auf ein nicht
reguliertes Haushaltsgen normiert wird, mehrere Vorziige. Die Vorteile einer solchen
Normalisierung liegen in der Reduzierung der Varianz der Expressionsergebnisse, da
Gewebe- und Matrixeffekte, unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei
der reversen Transkription innerhalb einer experimentellen Probe gleichermafen das Zielgen
und das Haushaltsgen betreffen. In der anschlieBenden Berechnung heben sich diese
individuellen Probeneffekte wieder auf. Eine Normierung der Rohwerte auf eine interne
Kontrolle erscheint in diesem Hinblick unumginglich [90]. Die Korrelation auf ein
mitbestimmtes, konstant exprimiertes Haushaltsgen zur Normalisierung der Ergebnisse unter
den angewandten Versuchsbedingungen ist hierzu ein gemeinhin akzeptiertes Verfahren.
Daher bezeichnen einige Autoren dieses Verfahren auch als ,,Methode der Wahl* [186]. Uber
die Auswahl eines solchen konstitutiven Gens herrscht in der Literatur jedoch Uneinigkeit. Da
ein ubiquitdres, sowohl in gesunden und pathologisch verdnderten Geweben gleichermallen
konstant exprimiertes Gen fiir universelle Fragestellungen nicht existent ist, wird empfohlen,

fiir jede Untersuchung ein dafiir stabiles Gen zu etablieren [186]. Eine weitere Moglichkeit zur
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Normalisierung der Daten ist, die mRNA-Expression mehrerer Housekeeping-Gene zu
messen, um dann mit deren Mittelwert den Normalisierungsabgleich durchzufiihren. Bei
dieser Methode wird jedoch empfohlen, Housekeeping-Gene unterschiedlicher biochemischer
Funktionen heranzuziehen [39]. Fiir eine sinnvolle, relative Quantifizierung liegt es auf der
Hand, sich fiir Gene zu entscheiden, welche gleichartige Expressionslevel wie das untersuchte
Zielgen aufweisen. Da in dieser Studie im Hinblick auf die Fragestellung mehrere Zielgene
analysiert wurden, bot sich die Auswahl auf ein jeweils starkes und weniger stark
transkribiertes Housekeeping-Gen an. Alle untersuchten Haushaltsgene imponieren jedoch
durch mehr oder minder ausgepridgte Unterschiede Thres Expressionsniveaus im
Stimulationsmodell. Eine mdglicherweise durch die Inkubationszeit im unstabilisierten
EDTA-Blut verursachte RNA-Degradation oder -Aktivierung kann hierfiir als Erkldrung
dienen. Zur relativen Quantifizierung wéhlten wir Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase-
(HPRT), sowie Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Die ermittelten
Expressionslevel (siehe 4.1.2. C) widersprachen nicht der in den Literatur erwdhnten Daten
[39;96;121;129]. Beide Gene zeigen in unserer validierenden Analyse eine konstante
Expression mit akzeptabler Stabilitdt auch unter LPS-Stimulation.

Dennoch entspricht unser Stimulationsmodell nicht den hypoxdmischen Bedingungen des
Patientenkollektivs. Entsprechend der Originalitit dieser Arbeit existieren in der Literatur
kaum Vergleichsdaten beziiglich einer optimalen Justierung auf ein geeignetes Housekeeping-
Gen fiir die gewihlte Fragestellung in humanen, seriellen Vollblutproben. Erste Vorbehalte
gegeniiber GAPDH, welches sich in lediglich einer in vitro Studie als weniger geeignet im
Hypoxiemodell erwies [70], konnten durch die folgende klinische Expertise erhirtet werden

und werden an entsprechender Stelle diskutiert.
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5.14 Systemische Zytokinkonzentrationen / ELISA

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in dem Vergleich der ermittelten intrazelluldren Daten
mit den quantitativen, systemisch messbaren Serumkonzentrationen der Zytokine im ELISA.
Dazu sollte die exakte Proteinkonzentration des ermittelten Zytokins mit dem intrazelluldren
Expressionslevel verglichen werden. Nach dem heute akzeptierten, modifizierten zentralen
Dogma der Molekularbiologie [134] wire ein abgeleiteter Zusammenhang zwischen
transkriptionalen Daten und daraus resultierenden zirkulatorischen Konzentrationsnachweis
im Hinblick auf einen detektiven Zeitvorteil interessant.

Wihrend bei der durchgefiihrten qRT-PCR ein zuverldssiges Werkzeug zur Detektion der
quantitativen Neusynthese als Ausdruck einer absoluten Kopienzahl des Genorts, normiert auf
ein konstitutives Haushaltsgen, zur Verfiigung steht, verfiigt das angewandte Sandwich-
ELISA iiber einen hochsensitiven, zirkulatorischen Konzentrationsnachweis des analysierten
Zytokins in Serumiiberstinden des peripheren Bluts. Die vorliegenden Ergebnisse
verdeutlichen die Leistungsfahigkeit beider Methoden. Je nach Messbesteck konnten Zytokin-
Serumkonzentrationen im Pikogrammbereich mittels Doppelbestimmung reproduzierbar
analysiert werden. Dennoch werden Zytokine lokal sezerniert und an fixe oder ldsliche
Rezeptoren gebunden, schnell von umgebenden Zellen aufgenommen und verstoffwechselt
und verfiigen somit {iber eine mitunter sehr kurze Halbwertzeit. Aulerdem verédndern sich
Zytokinkonzentrationen interindividuell, in Abhingigkeit von Alter, korperlicher Konstitution
und weiteren externen Einfliissen, je nach gebildeter Menge, Halbwertzeit und der Féhigkeit
in die Zirkulation zu gelangen [95].

Dieser Zusammenhang soll an der folgenden klinischen Expertise diskutiert werden.
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5.2 Phase 2 - Klinisch experimenteller Teil

5.2.1 Patienten

Gemal den Einschlusskriterien fanden 15 Patienten Eingang in diese Studie. Symptomatisch
erlitten alle Patienten einen préhospitalen Kreislaufstillstand. Interessanterweise lédsst sich das
Patientenkollektiv mit demografischen Angaben groBerer Kollektive deskriptiver Outcome-
Analysen beim out of hospital cardiac arrest (OHCA) durchaus vergleichen [3]:

In einer Studie von Adrie wurden innerhalb eines Zeitraums von 4 Jahren n = 130 Patienten
nach OHCA beziiglich IThres Uberlebens verglichen. Die Studie basierte auf einem
ménnlichen Kohortenanteil von 72%, wohingegen in dieser Studie der Anteil méinnlicher
Patienten 86% betrug. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit hing hierbei mitentscheidend von
der no-flow Anoxie-Zeit, also vom Erkennen eines Kreislaufstillstands bis zur Durchfiihrung
von Basis-WiederbelebungsmaBSinahmen und der hypoxischen low-flow Zeit, also der
mechanischen Wiederbelebungszeit, bis zur Riickkehr eines Spontankreislaufs ROSC ab. Das
no-flow-Intervall liegt in der zitierten Studie bei 6 min., einer Zeit, die der Einsatzzeit vom
Absetzen eines Notrufs bis zum Eintreffen des kooperierenden Rettungsmittels der Stadt
Miinchen entspricht. Das low-flow-Intervall wird im Gesamtkollektiv mit durchschnittlich 15
min. beziffert, wohingegen in dieser Studie die Patienten eine 16 min. andauernde
mechanische Kreislaufunterstiitzung erfuhren. Dahingehend kann das Patientenkollektiv
dieser Studie als représentativ angesehen werden.

Die Dokumentation der préklinischen und klinischen Daten orientierte sich analog den
Empfehlungen des Nationalen Reanimationsregister, Modul Erstversorgung und Klinische
Weiterversorgung der deutschen Gesellschaft fiir Anésthesiologie und Intensivmedizin sowie

des Utstein-Style-Protokolls [37;69].
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Der GroBteil der erhobenen klinischen Parameter, welche ergénzend herangezogen werden
konnten, hat kontinuierliche Datenqualitit, wie zum Beispiel innerklinisch erhobene
Laborparameter, Vitalparameter, invasiv abgeleitetes Monitoring, Art und Umfang
therapeutischer Maflnahmen etc..

Das Zeitintervall der erhobenen Messungen dieser Studie (siche 3.2.2) orientiert sich an dem
kritischen Zeitfenster im Hinblick auf ein zu erwartendes Organdysfunktions-Syndrom
beziiglich eines Uberlebens nach kardiopulmonaler Reanimation, welches in der Literatur als
Post-resuscitation-Syndrom bezeichnet wird [101;141;144]. Demnach sind inflammatorische
Reaktionen mit deren pathophysiologischen Konsequenzen innerhalb 72h nach ROSC
maBgeblich fiir ein Uberleben determinierend [119]. Es lag also auf der Hand, innerhalb der
ersten 24h ein engmaschigeres Analyseintervall zu wéhlen. Dennoch besteht erstrangig die
Verpflichtung, dem hdmodynamisch instabilen Patienten durch angemessen gering-volumige
Blutentnahmen, keinen weiteren gesundheitlichen Schaden zuzufiigen. Aus diesem Grund
konnten die komplexen, zeitabhidngigen Phasen der immunologischen Antwort in
kontinuierlicher, wiinschenswerter Weise nicht komplett abgebildet werden. Eine Nutzung
des ausgewdhlten Zeitfensters und des Blutvolumen-reduzierten Vollblutmediums bieten
hierbei einen sinnvollen Kompromiss, welcher es gestattete, erstmalig in der frithen initialen
Phase unter logistischen Herausforderungen serielle Analysen direkt nach ROSC

durchzufiihren.
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522 Bewertung des Tumornekrosefaktor-o.  (TNF-a)

Es existiert eine Vielzahl von Studien, welche TNF-a eine iibergeordnete Funktion in
multiplen immunmodulierenden Schritten zuschreiben. Die Literatur liefert dazu aktuell {iber
70000 wissenschaftliche Stellungnahmen und unterstreicht somit die vermeintliche
Schliisselrolle des proinflammatorischen Zytokins im Hinblick auf das gewdhlte
Studienmodell [12-14;48;170;180]. Das iiberaus komplexe Wechselspiel des pleiotropen und
redundanten Vertreters der Tumornekrosefaktor-Liganten-Superfamilie ist jedoch bis heute
nicht abschlieBend verstanden. In Bezug auf das post-resuscitation Syndrome existiert eine
iiberschaubare Anzahl an Literaturverweisen, welche sich im wesentlichen auf
Serumanalysen = im  Zusammenhang mit  Ischdmie-Reperfusionsstrategien  beim
kardiochirurgisch-extrakorporalen Kreislauf oder auf traumatisch induzierte hdmorrhagische
Schockformen konzentrieren.

Dennoch gibt es klare Hinweise, dass erhohte TNF-a Konzentrationen neben ihrer pro-
inflammatorischen Komponente einen erheblichen Anteil an einer myokardialen Dysfunktion
nach erfolgreich terminiertem kardialem Arrest haben [80;146].

In dieser Analyse konnte ein deskriptiver Anstieg der TNF-a Serumkonzentration 6h nach
Etablieren eines Spontankreislaufs beobachtet werden, gefolgt von einem biphasischen
Konzentrationsabfall iiber den Messzeitraum. Dieses Phidnomen steht im Einklang zu einer
vergleichbaren Studie an 28 préklinisch reanimierten Patienten [93]. Die auf HPRT
normierten, intrazelluliren Daten zeigen einen zur Serumanalyse qualitativ vergleichbar
deskriptiven Verlauf. Obwohl andere Autoren in differenten Studien auch erfolgreich die
TNF-a Expression auf GAPDH normalisieren konnten [34], ist in diesem Hypoxiemodell das
Ergebnis mit der Serumanalyse und mit den auf HPRT normierten Daten nicht in Einklang zu
bringen. Ein detektiver Zeitvorteil der qRT-PCR im Vergleich zu den generierten ELISA

Daten ist leider nicht abzuleiten. Moglicherweise erfolgt eine sekretorische oder
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regulatorische Adaptation auf einen Kreislaufstillstand schneller als erwartet. Diese
Hypothese wird durch eine aktuelle Arbeit am Tiermodell an domestizierten Schweinen
gestiitzt, welche TNF-o im Serum initial nach ROSC, sowie 15 min. und nachfolgend nach 30
min. Intervallen analysiert hat [147]. Ebenso existieren Arbeiten, welche die Serum-
Halbwertzeit von TNF-a literatur- und studienabhéngig zwischen 15 und 80 min. beziffern
[203].

523 Bewertung von Interleukin 10 (IL-10)

Mit zunehmendem Verstindnis von pro- und antiinflammatorischen Prozessen gewinnt auch
IL-10 an klinischer Relevanz. So konnte IL-10 als bedeutsamer Vertreter der von Monozyten
und Makrophagen, B-Zellen und vor allem Th2 und TO Zellen sezernierten Zytokine als
Gegenspieler der Entzlindungsinitiatoren identifiziert werden [49;67;157].

Intrazelluldre, auf HPRT normierte Expressionsmuster zeigen eine Hochregulation bis 12h
nach ROSC mit ausgeprigterer Qualitidt bei der verstorbenen Subpopulation und einem
fritheren Niveauabfall in der {iberlebenden Subpopulation, wohingegen auf GAPDH
normierte Muster bis 24h nach ROSC ansteigen, mit nahezu konstanter Regulation bei
Patienten mit schlechtem Outcome.

Adrie konnte in einer Studie an 61 Patienten nach erfolgreich terminiertem, préklinischen
Herzstillstand ebenfalls iiber signifikant erhohte IL-10 Plasmakonzentrationen in der
Subgruppe schlechten Outcomes berichten [2]. Diese Beobachtung deckt sich mit dem
Ergebnis unserer Serumanalyse und dem Vergleich der auf HPRT normalisierten
intrazelluldren Daten. Allerdings existiert eine Vielzahl von Einflugrossen, welche bei der
Bewertung nicht unberiicksichtigt bleiben diirfen: So ist bekannt, das ein ausgeprégter,
medikamentdser Vasopressorenbedarf zu einer IL-10 Freisetzung fiihren kann [162;167].

Es existieren ferner Hinweise, dass unter Hypoxdmie Plasma IL-10 Konzentrationen

geschlechtsabhingig in besonderem Malle von Médnnern liberiert werden konnen [110].
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Interleukin-10 hat eine Plasmahalbwertzeit von weniger als 60 min. und ldsst sich auf
Transkriptionsebene durch Anwesenheit von proinflammatorischen Stimuli, wie zum Beispiel
TNF-a, induzieren [193]. Insbesondere bei Vorliegen einer manifesten Entziindungsreaktion
erscheint es angemessen, IL-10 Konzentrationen mit anderen Inflammationsmarkern
bewertend in FEinklang zu bringen. Waihrend mehrere Autoren erhohte IL-10
Serumkonzentrationen als bedeutenden Marker fiir glinstiges Outcome und reduziertes Risiko
bei instabilen, pectanginosen Ereignissen identifiziert haben [5;56;81], konnte bei
polytraumatisierten Patienten neben einer Korrelation mit der Verletzungsschwere auch eine
schlechte Prognose bei initial hheren IL-10 Konzentrationen ermittelt werden [145;158].

Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Balance zwischen krankheitspezifischen pro- und

antiinflammatorischen Mechanismen [51].

524 Bewertung von Interleukin 1-Rezeptorantagonist (IL1-ra)

Dem antiinflammatorisch wirksamen Interleukin 1-Rezeptorantagonisten (IL1-ra) kommt als
Gegenspieler der Entziindungsreaktion aktivierenden- und unterhaltenden Interleukin 1-
Subgruppe IL-1a und IL-1B durch Konkurrenz am IL-1 Rezeptor eine besondere Bedeutung
zu. Im Hinblick auf eine mogliche hypoxische Induktion konnte gezeigt werden, dass eine
milde Hypoxdmie bei Aufenthalt in grofer Hohe unter hypobarer Atmosphdre die IL1-ra
Liberation induzieren kann [77]. In Serumanalysen konnte nach 2- bzw. 4-tdgiger
Akklimatisierung gesunder Probanden eine signifikant erhdhte IL1-ra Konzentrationen im
Zusammenhang mit einer klinisch nachweisbaren moderaten systemischen Inflammation
(SIRS) festgestellt werden, gefolgt von einem Konzentrationsabfall iiber den MefBzeitraum,
welcher einer konventionell angewandten Entziindungsdiagnostik mittels C-reaktiven Protein
zeitlich liberlegen war. Die ermittelten Konzentrationen bei milder bis moderater hypobarer

Hypoxdmie lagen erwartungsgemifl deutlich unter den in unserer Studie demonstrierten
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Serumergebnissen. Eine weiterfiihrende Studie konnte an lediglich zwei MeBzeitpunkten im
in-vitro Modell in starker kulturell- hypoxischer Atmosphire sowohl auf intrazellulédrer
Ebene, wie auch im ELISA bei mononukledren Zellen peripheren Vollbluts zeigen, dass nach
16h zunichst eine Expressions- und damit auch Proteinkonzentrationszunahme von IL1-ra
erfolgt, jedoch eine deutlichen Abnahme der IL1-ra mRNA und ihres zirkulatorischen
Proteins nach 40h Inkubation der PBMC zu verzeichnen war [140]. Interessanterweise
unterlagen die zeitgleich mitbestimmten, korrespondierenden proinflammatorischen Zytokine
IL-1a und IL-1B einer qualitativ gleichartigen Expressionsrhythmik, quantitativ jedoch
zugunsten einer relativen Mehrsynthese nach 40h, im Sinne eines proinflammatorischen
Dyséquilibriums. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen erstmalig einen signifikanten seriellen
Anstieg der auf HPRT normierten intrazelluliren Daten von IL1-ra in der friihen Phase 6h
nach ROSC mit nachvollziehbaren, ebenfalls signifikant erhdhten Serumkonzentrationen
(siche Abbildungen 20 und 22).

Mehrere Studien betonen die besondere klinische Relavanz: So konnte Abraham im
Tierexperiment an Ratten zeigen, das die Applikation von rekombinantem IL1-ra nach
hédmorrhagischen Schock die mRNA Expression von IL-1p und dariiber hinaus von IL-6 und
TNF-a reduziert [1]. Ebenso existieren klare tierexperimentelle Hinweise, dass eine
hochregulierte IL1-ra Expression mit neuroprotektiven Effekten nach Hypoxie assoziiert ist
[156;161]. Der antiinflammatorische Nutzen von IL1-ra ist in vielen weiteren Studien
abgebildet, so dass seit jlingerer Zeit rekombinanter IL1-ra als zugelassenes, adjuvantes
Agens zur immunmodulierenden Therapie bei entziindlichen Erkrankungen nach strenger
Indikationsstellung eingesetzt wird [35]. Dennoch scheint bei der Bewertung das Aquilibrium
zwischen pro- und antiinflammatorischen Hinweisen im Vordergrund zu stehen [153], da
ebenso eine Vielzahl von Literaturstellen existiert, welche erhohte IL1-ra Konzentrationen in

Anwesenheit von proinflammatorischen Mediatoren als frithen Marker fiir eine entstehende
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Sepsis mit schlechter Prognose deuten [114;132]. Ein Screening mit der in dieser Studie

demonstrierten Analyse kann fiir eine solche Beurteilung hilfreich sein.

5.2.5 Bewertung von Interleukin 8 (IL-8)

Unsere intrazelluldren Ergebnisse zeigen auf HPRT normiert eine Abnahme der Expression
von IL-8 ab dem Spitzenwert 6h nach ROSC mit einem signifikant reduzierten Muster nach
48h im Messzeitraum. Dieses Ergebnis ist ebenfalls in der Serumanalyse nachvollziehbar. In
beiden Messmethoden zeigen sich in der Subgruppe mit schlechtem Outcome hohere IL-8
Nachweise. Insbesondere imponiert der Subgruppenvergleich der Serumanalyse. Auf GAPDH
normalisierte, intrazellulire Daten zeigen zwar kontinuierlich abnehmende Muster mit
Signifikanz zum Ausgangswert ab 24h, jedoch ohne imponierenden Subgruppenunterschied.
Erste frithe Serumanalysen fiir IL-8 am reanimierten Patienten konnten bereits 1997 durch
Shyu an 19 erfolgreich reanimierten Patienten im Vergleich zu 20 direkt nach CPR
verstorbenen Patienten durchgefiihrt werden [181]. Hierbei konnte demonstriert werden, dass
in der initial verstorbenen Patientengruppe IL-8 als Serummarker kaum nachweisbar war,
wohingegen primédr erfolgreich reanimierte Patienten eine hohe IL-8 Serumkonzentration
aufwiesen. Somit wurde IL-8 als Marker fiir erfolgreiche Ischidmie- induzierte Gewebe-
Reperfusion gedeutet. In einer 2000 erschienenen, prospektiven Pilotstudie konnte bei
erhohten IL-8 Serumspiegeln ein Zusammenhang zwischen kardiopulmonal reanimierten
Patienten und Schidelhirn- traumatisierten Patienten im Sinne von Reperfusionsereignissen
beider Patientengruppen gekniipft werden [138]. Unabhéngig davon wurde kurz darauf eine in
Teilen vergleichbare Studie an 28 Patienten nach CPR und ROSC veroffentlicht, welche
erhohte Serum IL-8 Serumspitzenspiegel 12h nach ROSC und persistierend erhohte
Konzentrationen bei frith verstorbenen oder in der Folge hirntoten Patienten identifizierte

[93]. Die Ergebnisse dieser Studie wiesen hingegen bereits nach 6h eine von dort folgende
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IL-8 Spitzenkonzentration auf. Anders als bei unserem Patientenkollektiv wurde bei einem
Teil der primér nicht traumatisierten Patienten in der open chest Technik bei offenem Thorax
kardiokomprimiert. Abweichend von den Messergebnissen unserer Studie konnte auch eine
2002 erschienene, in Teilen vergleichbare Arbeit bei nur 24 stiindigen Messintervallen in
einem 7-tdgigen Zeitraum einen Spitzenspiegel bei 24h herausarbeiten [2]. In einer aktuell
erschienenen Literaturarbeit werden IL-8 sogar gemeinsam mit Serummarkern wie
neuronenspezifischer Enolase, NSE und S-100 Protein préadiktive Eigenschaften zur frithen
neurologischen Prognose nach CPR und ROSC eingerdumt [50]. Dennoch besteht hinsichtlich
eines Referenzwerts Uneinigkeit. Der Umgang mit dem Serummarker IL-8 und seiner
Interpretation im klinischen Kontext erscheint anspruchsvoll. In Bezug auf den pradiktiven
Wert im Zusammenhang mit bakteriellen Infektion gilt IL-8 als zuverldssiger und schneller,
sensitiver und spezifischer Infektionsparameter, insbesondere beim péadiatrischen
Intensivpatienten, was zu einer Einfiihrung in die evidenzbasierten Leitlinien der Gesellschaft
fiir Neonatologie und Pédiatrische Intensivmedizin gefiihrt hat [6;163]. Dennoch ist bei
Serumanalysen bekannt, das IL-8 an Erythrozyten binden kann und hdmolytische Proben
daher nicht verwertet werden konnen. Auch eine Lagerung im Abnahmemedium kann eine
Monozytére in-vitro Liberation des Zytokins bewirken, weshalb nur eine unverziigliche
Prozessierung falsch-hohe Serumkonzentrationen vermeiden kann [125]. Dieser Tatsache
wurde in dieser Studie Rechnung getragen. Der Abbau des Zytokins in Serumproben erfolgt
innerhalb 4 Stunden, die biologische Halbwertzeit wird mit 1 Stunde beziffert. Aus diesem
Grunde erscheint auch eine intrazelluldre Analyse sinnvoll, wie sie diese Studie erstmalig in

der ultrafriihen Phase nach ROSC zeigen konnte.
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5.2.6 Bewertung von Poly-Morpho-Nuleédrer Elastase (PMN-Elastase)

Die Serumanalyse von PMN-Elastase zeigt, ausgehend von ROSC im Vergleich zur
Kontrollgruppe, signifikant erhohte Konzentrationen iiber den gesamten MeBzeitraum, welche
nach einem Minimalwert nach 24h sekundir leicht ansteigt. Damit decken sich die Ergebnisse
mit bereits verdffentlichten Literaturangaben: Gando konnte in einer Erstanalyse an 40
préklinisch reanimierten Patienten herausarbeiten, das initial hohe PMN-Elastase-
Konzentrationen mit einer geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert sind. Ein
erfolgreiches Unterdriicken der PMN-Elastase Liberation in der spiteren Reperfusionsphase
mittels Urinastatin erbrachte jedoch keinen Uberlebensvorteil [63]. Eine Folgestudie
untermauerte diesen Zusammenhang [62]: Nach bis zu 30 miniitiger, frustraner Herz-
Lungen-Wiederbelebung zeigten die Patienten signifikant erhéhte Serumkonzentrationen von
PMN-Elastase vergleichend zu erfolgreich reanimierten Patienten. Da in dieser Studie
ausschlieBlich primir erfolgreich wiederbelebte Patienten Eingang fanden, ist es beziiglich der
Serumanalyse erstaunlich, warum bei einer relativ kurzen Halbwertzeit von 60 Minuten [150]
nahezu bei allen Messzeitpunkten signifikant erhohte Konzentrationen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ermittelt wurden. So kdnnte nach Adhision der chemotaxierten neutrophilen
Granulozyten am Endothel eine fortwdhrende PMN-Elastase-Liberation fiir eine
proteolytische Zerstérung der endothelialen Zellen vitaler Organe verantwortlich sein
[100;195]. Dieser Zusammenhang ldsst sich durch eine mit unserer Studie vergleichbaren
Arbeit von Bottinger erhirten [21]. Die auf HPRT normierten intrazelluldren Daten lassen
sich durchaus vom qualitativen Verlauf mit den zirkulatorischen Konzentrationen vergleichen
(Abbildung 26 und 28). Auch hier ist ein vom Initialwert signifikanter Expressionsabfall zu
erkennen, gefolgt von einem sekundéren Anstieg nach 24h vor allem in der friih verstorbenen
Subgruppe. Auf GAPDH normalisierte, intrazellulire Muster zeigen ein vergleichbares, wenn

auch nicht signifikantes Profil.
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6. Zusammenfassung

Ein  Herz-Kreislaufversagen  stellt  einen  lebensbedrohlichen,  kardiopulmonal
reanimationspflichtigen Zustand dar, welcher im Zuge der stattgehabten Ischimie-
Reperfusionsereignisse zu systemischen Entziindungserkrankungen (systemic inflammatory
response Syndrome, SIRS) pridisponiert und das Uberleben des Patienten auch im weiteren
klinischen Verlauf determinieren kann. Daraus entstehende, potenziell letal verlaufende
Folgezustinde sind unter dem Begriff post-resuscitation Syndrome subsumiert und stellen fiir

den behandelnden Arzt schon von Beginn an eine therapeutische Herausforderung dar.

Zahlreiche Untersuchungen aus jlingerer Zeit konnten in dieser Hinsicht den zelluldren
Komponenten des Immunsystems eine Schliisselrolle zuschreiben. Die genaueren
molekularbiologischen Mechanismen, welche das integrative Zusammenspiel der beteiligten
Zelllinien auf den Reiz ,,Ischdmie® erkldren, sind jedoch bislang nicht hinreichend aufgeklart.
Es hat sich jedoch herausgestellt, dass relevante Botenstoffe, so genannte Zytokine, eine
entscheidende Einflussgrofe auf die Entstehung und Auspragung der Immunantwort besitzen
und ihnen als Mediator eine zentrale Rolle im Entziindungsgeschehen zukommt. Insbesondere
sind die fiir die Zytokinsynthese verantwortlichen intrazelluldren Steuerungsmechanismen

unzureichend charakterisiert.
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Ziel der vorliegenden Untersuchung war es daher:

iii)

i)

Ein innovatives, RNA-stabilisierendes Vollblutmedium (PAXgene® Blood
RNA Tube) auf seine Anwendbarkeit auch im préklinischen Gebrauch
vergleichend zu einer alternativ messanalytisch etablierten Methode zu
tiberpriifen

Inflammations-bedeutsame Zytokine im initialen Zeitraum bis 72h nach
erfolgreichem Durchbrechen eines Herz-Kreislaufstillstands intrazelluldr auf

mRNA-Ebene zu quantifizieren

Zu analysieren, ob es einen Zusammenhang zwischen den ermittelten
intrazelluldren Daten und Verdnderungen der korrespondierenden, systemisch

messbaren Proteinkonzentrationen gibt

Die gewonnenen Ergebnisse auf Ubertragbarkeit des klinischen Verlaufs wie

,,Uberleben* oder ,,Tod** zu priifen.

Da im Sinne der Fragestellung bislang keine vergleichbaren Studien vorlagen, wurde in einer

ersten Phase der vorliegenden Arbeit das beschriebene Vollblutmedium, welches hinsichtlich

seiner Anwendercharakteristik fiir die zweite Phase am Patienten geeignet erschien, mit

intrazelluldren Expressionsergebnissen aus isolierten Monozyten und Granulozyten auch

unter Stimulations- und Inhibitionsbedingungen verglichen. Es zeigte sich, das das RNA-

stabilisierende Vollblutmedium auch unter Stimulationsbedingungen prozedural in der Lage

ist, valide und reproduzierbare Total-RNA fiir die Folgeanalysen aus Vollblutproben an 18

gesunden Probanden zu generieren und somit bei reduzierten Blutvolumen (2,5 ml vs. 30 ml)

fir die Anwendbarkeit am kritisch erkrankten Patienten geeignet erschien. In der
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anschlieBenden zweiten Untersuchungsphase wurde erstmalig mittels intrazelluldrer Analyse
auf mRNA-Ebene aus Vollblutproben die Expression pro- und antiinflammatorischer
Zytokine (TNF-o, IL-10, IL1-ra, IL-8 und PMN-Elastase) bei Patienten nach erfolgreich
terminierten Herz-Kreislaufstillstand mit kardiopulmonaler Reanimationspflicht untersucht.
Auf dem Boden eines seriellen Protokolls wurde zu den Zeitpunkten ,,Wiederkehr eines
Spontankreislaufs, sowie nach 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Ereignis bei 15 Patienten
(13 méinnlich, 2 weiblich) die intrazelluldre Zytokinexpression analysiert. Die ermittelten
Rohwerte als Ausdruck einer Kopienzahl des betrachteten Gens pro eingesetzte Menge
mRNA wurden auf zwei zur Normierung zeitgleich herangezogenen, konstant exprimierten
Haushaltsgene (HPRT und GAPDH) als dimensionslose Zahl normiert.

Dabei konnte fiir TNF-a ein deskriptiver Expressionsanstieg 6 Stunden nach Ereignis
ermittelt werden. IL-10 zeigt einen deskriptiven Expressionsanstieg bis 24 Stunden nach
Ereignis. Fiir IL1-ra konnten signifikant erhohte Expressionsprofile bis 48 Stunden nach
Riickkehr eines Spontankreislaufs detektiert werden, wohingegen IL-8 eine im Vergleich zum
Ausgangswert signifikante Expressionsreduktion nach 48 bzw. 72 Stunden erfahrt. Beziiglich
der PMN-Elastase konnten signifikant zum Initialwert reduzierte Expressionsprofile im
Beobachtungszeitraum festgestellt werden.

Bezogen auf die zeitgleich mitbestimmten, korrespondierenden zirkulatorischen
Proteinkonzentrationen konnte demonstriert werden, dass auf HPRT normierte intrazellulére
Expressionsmuster eine qualitativ vergleichbare Dynamik zeigten. Auch hierbei konnten im
Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhohte Konzentrationen fiir IL1-ra, IL-8 und
PMN-Elastase ermittelt werden. Die an die hochsensitive intrazelluldre Analyse gekniipfte
Erwartung eines zeitlich dynamischen Detektionsvorteils gegeniiber der angewandten Serum-
Protein Nachweismethode mittels ELISA konnte sich in diesem Beobachtungsfenster leider

nicht bestitigen.
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Beziiglich des Einflusses des klinischen Verlaufs im Sinne eines Uberlebens oder Versterbens
innerhalb des innerklinischen Beobachtungszeitraums lie3 sich feststellen, dass deskriptiv im
Vergleich zum iberlebenden Kollektiv  verlaufsbezogene erhdhte intrazelluldre
Expressionsprofile sowie Konzentrationserhdhungen des korrespondierenden Proteins fiir
TNF-a, IL-10, IL1-ra, IL-8 und PMN-Elastase fiir die verstorbene Subgruppe festzustellen
waren.

Die vorliegende Arbeit erhértet somit den Verdacht, das pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen Schliisselfunktionen in der Entstehung von immunologisch geprigten
Folgezustinden nach reanimationspflichtigem Kreislaufversagen und stattgehabter Ischimie
und Reperfusion zuzuschreiben sind. Aufgrund der bisherigen geringen Patientenzahl ist
jedoch die Aussagekraft der Ergebnisse durch weitere Analysen zu erhirten. Dennoch legt der
beschriebene Versuchsansatz die Messlatte filir scheinbar erschwerte intrazelluldre
immunologische Bestimmungen insbesondere im préklinischen Einsatz bei kritisch
erkrankten Patienten auf ein neues Niveau und bietet somit die Moglichkeit, durch
weiterfilhrende Studien, intrazelluldre Verdnderungen und deren Bewertung besser verstehen

zu konnen.
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9. Chemikalien und Reagenzien

Folgende zur Versuchsdurchfilhrung verwendete Reagenzien entstammen nicht aus den
kommerziell erhéltlichen Versuchsbestecken (unter Punkt 3. ,Material und Methoden*

erwahnt) und wurden eigenstindig hergestellt

Erythrozyten-Lysepuffer (pH 7.2)

Konzentration | Einwaage/l Puffer
Ammoniumchlorid (NH4CI) 155 [mmol/1] 8,29 ¢
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO;) | 10 [mmol/1] lg
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) | 0,1 [mmol/l] 0,037 g

Losung mit Salzsdure (1 mol/l) versetzen, bis pH-Wert 7,2

Phosphatpuffer 0.1 molar (pH 7.4)

800 ml Na,HPOy4 (0,1 mol/l) + NaH,POy4 (0,1 mol/l) bis pH=7,4 (etwa 175 ml)

PBS-Puffer-Phosphate buffered saline (pH 7.4)

Konzentration | Einwaage/l Puffer
Kaliumchlorid (KCI) 2,7 [mmol/1] 02¢g
Natriumchlorid (NaCl) 137 [mmol/l] 80g
Phosphatpuffer 0,1 molar; pH 7,4 | 10 [mmol/l] 100 ml

Losung mit Salzsdure (1 mol/l) versetzen, bis pH-Wert 7,2

RLT-Puffer mit 2-Mercapto-Ethanol

100 ml RLT-Puffer (aus RNeasy Midi Kit) + 1,0 ml 2-Mercapto-Ethanol

TAE-Puffer — (Tris-Acetat-EDTA-Pufferlosung)

242 g Tris + 57,1 ml Eisessig + 100ml 0,5M EDTA pH 8,0
(mit HyO pigest auf 11 auffiillen (= 50 fach konzentrierte Losung)
(Verdiinnung 1/50 fiir einfach konzentrierte Losung)
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