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A Zusammenfassung

Bei groBlen chirurgischen Eingriffen, wie bei der Resektion eines kolorektalen Karzinoms, wird
sehr schnell eine hyperinflammatorische Immunantwort induziert, die von der Freisetzung der
pro-inflammatorischer Zytokine TNFa und IL-8 sowie der Aktivierung der neutrophilen Granu-
lozyten und Makrophagen charakterisiert ist. Diese Freisetzung fiihrt zu einer Akute-Phase-
Reaktion, die ebenfalls eine Hochregulation vieler anti-inflammatorischer Mediatoren, unter an-
derem von IL-10 zur Folge hat. Bei allen Studien-Patienten konnten diese pro- und antiinflam-
matorische Reaktionen schon wenige Stunden nach erfolgter kolorektaler Operation beobachtet
werden. Die Auswertungen der Proteinanalysen zeigten ebenfalls, dass diese Reaktionen —
dhnlich wie bei polytraumatisierten Patienten — in kurzem Abstand zur Operation induziert
werden. So erreicht das Protein-Expressionsniveau von IL-8 bereits nach 6 Stunden, von IL-10
nach 12 Stunden, von PMN-Elastase nach 24 Stunden und von TNFa und Cathepsin X nach 48
Stunden ein Maximum. Interessanterweise ergab der Vergleich der etablierten Zellseparation
mit dem PAXgene-Abnahmesystem zur Erfassung der mRNA mittels RT-PCR einen deutlichen

Informationsverlust bei der RNA-Isolierung aus PAXgene.

Die mRNA-Profile der einzelnen Parameter zeigten tendenziell zunédchst eine Abnahme der
Kopienzahlen zum 6 Stunden-Wert hin. Erst danach war ein Anstieg der mRNA-Expression zu
detektieren. Die fehlende Vergleichbarkeit der Expressionsprofile auf mRNA- und Proteinebene
legen als eine denkbare Moglichkeit die Vermutung nahe, dass nach Aktivierung der Zellen
durch den operativen Eingriff bereits priaformierte Proteine freigesetzt werden. Im Bezug auf die
Zytokin-Biologie ergeben sich fiir den quantitativen Nachweis von mRNA im Gegensatz zum
Nachweis auf Proteinebene folgende Vorteile: Die meisten Zytokine werden in sehr geringen
Mengen produziert, besitzen eine niedrige Halbwertszeit und nach ihrer Freisetzung erfolgt eine

schnelle Utilisation nach autokriner oder parakriner Ubertragung bei Zell-zu-Zell-Kontakt.



B Einleitung

B 1 Das kolorektale Karzinom

B 1.1 Kilinik / Krankheitsbild

Beim Kolonkarzinom handelt es sich um einen maligne entarteten Tumor des Dickdarms. Auch
heute noch gelingt die frithzeitige Erkennung eines Kolonkarzinoms nur in einem Teil der Fille.
Kolonkarzinome konnen relativ lange ohne klinische Symptome bleiben. Besonders in den oral
gelegenen Kolonanteilen fithren auch groBere Tumoren wegen der weichen Stuhlbeschaffenheit
weder zu Schmerzen noch zu Blutungen. Im Vordergrund stehen Anderungen der Stuhlgewohn-
heiten, Obstipation, zum Teil abwechselnd mit Durchfall, Blutabgéinge und Gewichtsverlust.
Spatsymptome stellen Andmie, Schmerzen bei ausgedehntem Primértumor sowie ein Ileus dar.
Entsprechende Symptome, vor allem Blutbeimengungen oder ein positiver Himokkult-Test sind
immer eine Indikation fiir die diagnostische Abkldrung des gesamten Dickdarmes, auch bei
bekannten Himorrhoiden. Ist mittels der Koloskopie eine komplette Abkldrung nicht moglich, so
sollte das Kolon durch eine Rontgenuntersuchung im Doppelkontrastverfahren abgeklart werden.
Die weitere pridoperative Diagnostik verfolgt neben der allgemeinen klinischen Untersuchung die
Beantwortung der Frage nach lokaler Tumorausbreitung, Fernmetastasierung und allgemeiner
Operabilitit. Nach den Empfehlungen der WHO darf die Diagnose eines Kolonkarzinoms nur
gestellt werden, wenn der Tumor die Muskularis mukosae iiberschritten hat, da vorher nicht mit

einer Metastasierung zu rechnen ist [Schmiegel et al., 2004].

B 1.2 Pravention versus Manifestation

Kein anderer Tumor weist eine so langsame Entwicklung iiber Vorstadien in Form von Polypen
und Dysplasien auf und gibt soviel Zeit zum Handeln. Mit dem tastenden Finger und dem Prok-
toskop miissten eigentlich mehr als die Halfte aller Rektumkarzinome (Abb. B-1) erreicht wer-
den konnen. Trotzdem werden nur etwa 30% im prognostisch giinstigen Stadium I entdeckt und
operiert. 90 % aller malignen Dickdarmtumore entstehen aus Polypen, die endoskopisch abge-
tragen werden konnten. [Siebeck et al., 2001]. In den vergangenen Jahren hat die Fritherkennung
von malignen Entartungen zugenommen, da deutlich héufiger eine pridventive Diagnostik
durchgefiihrt wird. Die Atiologie des kolorektalen Karzinoms ist unbekannt. Wihrend bei 25-
30% der erkrankten Patienten eine familidre Haufung beobachtet werden kann, so ist in nur 3%

dieser Fille ein wissenschaftlicher Zusammenhang nachweisbar [Kirchhoff et al., 2006].



Abbildung B-1: Rektumadenom (links) und Rektumkarzinom (rechts) koloskopisch
dargestellt [Das Photo wurde freundlicherweise von Prof. Dr. T. Mussack
(Chirurgische Klinik und Poliklinik- Innenstadt, Klinikum der Universitét
Miinchen) zur Verfiigung gestellt.]

Besondere Risikofaktoren fiir die Entstehung sind zum einen Adenome des Kolons (Abb. B-1)
und entziindliche Darmerkrankungen wie Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn, zum anderen
Adipositas, zu fetthaltige Kost, fehlende korperliche Aktivitit, eine positive Familienanamnese
sowie diverse andere entzilindliche Erkrankungen wie Ruhr oder eine intestinale Schistosomiasis.
Das hereditdre nicht-polypose Kolorektalkarzinom bzw. Lynch oder auch familidres
Krebssyndrom wird autosomal dominant auf Chromosom 2, 3 oder 7 mit einem Karzinomrisiko

von 70-80% vererbt [Herold et al., 2004].
B 1.3 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom, das bisher bevorzugt im hoheren Lebensalter aufgetreten war, gehort
zu den Malignomen mit der hochsten Erkrankungshéufigkeit pro Jahr und zeigt sich zunehmend
auch bei unter Fiinfzigjédhrigen. Etwa 10% sind hereditir bedingt, 5% entwickeln sich nach ent-
ziindlichen Darmerkrankungen, die Mehrzahl von 80-85% entsteht hingegen sporadisch durch
eine mogliche Adenom-Karzinom-Sequenz [Boese-Landgraf et al., 1998]. Mit einer Inzidenz
von 50 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr fiir Kolon- und Rektumkarzinome zu-
sammen, ldsst sich seit Mitte der 80iger Jahre eine steigende Tendenz erkennen. Lange Zeit war
man der Meinung, dass diese hohe Zunahme lediglich auf eine bessere Diagnostik und die ho-
here Lebenserwartung zuriickzufiihren sei [Kahi et al., 2009]. Unter anderem urséchlich zeigt

sich eine zu ,,gute®, ballaststoffarme Erndhrung.
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Das derzeitige ,,Life-time-risk® an einem Kolonkarzinom zu erkranken, ausgenommen der
Risikofaktor einer familifiren Belastung, betrdgt flir jeden Bundesbiirger 4-6% [Kahi et al.,
2009]. Es gilt heute als gesichert, dass die endoskopische Polypektomie das Risiko der
Entstehung eines Kolonkarzinoms in den folgenden 6 Jahren um 50% senkt [Schalhorn et al.,

2001].

B 1.4 Diagnostik

Der Hamokkult-Test (Abb. B-2) zum Nachweis von okkultem Blut im Stuhl wird als Screening
in der Vorsorgeuntersuchung auf Kolon- und Rektumkarzinome eingesetzt. Beim bisher iiblichen
Testsystem handelt es sich um den so genannten ,,Guajak-Test, einem chemischen Nachweis-
verfahren von nicht sichtbarem Blut im Stuhl. Ein moderneres Testverfahren (z.B. ,,X-Care
Stuhltest oder ,,gabOkkult*) basiert auf einem immunologischen Nachweis von nicht
sichtbarem Blut im Stuhl. Es detektiert iiber eine spezifische Antikorperreaktion ausschlielich
humanes Hdmoglobin und ist damit unabhingig von der Nahrungsaufnahme (Fleisch und
Vitamin C als Nahrungsbestandteile haben die herkdmmlichen Testergebnisse beeinflusst) und

sehr viel sensitiver als der bisherige Guajak Test [Launoy et al., 2005].

Abbildung B-2: Himokkult-Test zum Nachweis von okkultem Blut im Stuhl
[Firma Beckmann-Coulter]

Die komplette Koloskopie stellt das Standardverfahren zur Detektion kolorektaler Karzinome
und Polypen dar [Mesihovic et al., 2008]. Sie besitzt die hochste Sensitivitdt und Spezifitit fiir
das Auffinden von kolorektalen Karzinomen und Polypen. Bei Personen mit durchschnittlichem

Karzinomrisiko nimmt die Inzidenz von Rektumkarzinomen vom 40. bis zum 50. Lebensjahr
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deutlich zu. Als Vorsorge sollte bei Frauen und Miannern ab dem 40. Lebensjahr jihrlich eine
digital-rektale Untersuchung stattfinden [Schmiegel et al. 2004]. Einige Arbeitsgruppen
empfehlen auch eine zumindest einmalige totale Koloskopie im Alter von 50 bis 65 Jahren als
Screening [Bond et al 2001; Inadomi et al., 2000; Lieberman et al., 2000]. Obwohl das
kolorektale Karzinom die zweithdufigste Todesursache in Deutschland ist, werden die
angebotenen Fritherkennungsuntersuchungen, wie z.B. der transrektale Ultraschall (Abb. B-3)

bislang viel zu wenig in Anspruch genommen[Rex et al., 2009].

Abbildung B-3: Rektales Karzinom im transrektalen Ultraschall
[Das Photo wurde freundlicherweise von Prof. Dr. T. Mussack

zur Verfiigung gestellt.]

B 1.5 Atiopathogenese und Klassifikation

Knapp 55% aller kolorektalen Karzinome sind im Rektum lokalisiert. Von den restlichen
Kolonkarzinomen finden sich 5% im Colon ascendens, 15% im Colon transversum und 25% im
Colon descendens (Abb. B-4). Mehrfachkarzinome finden sich bei 2-3% der Patienten. Nach
dem internationalen Dokumentationssystem gelten als Rektumkarzinome Tumore, deren aboraler
Rand bei der Messung mit dem starren Rektoskop 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie
entfernt ist. Nach der UICC 2002 werden die Rektumkarzinome entsprechend ihrem Abstand
von der Anokutanlinie in Karzinome des oberen Rektumdrittels (12 bis 16 cm), des mittleren
-9-



Rektumdrittels (6 bis <12 cm) und des unteren Rektumdrittels (< 6 cm) unterteilt (Abb. B-4).
Adenokarzinome werden entsprechend ihrem Differenzierungsgrad (Grading) in G1-G4

unterteilt [Nicholls et al., 1982].

25%

Abbildung B-4: Héufigkeiten der Karzinom-Lokalisationen in den verschiedenen

Abschnitten des Kolons [Bhargava et al., 2005]

Die Lage und die Hohe des Rektumkarzinoms werden mit dem starren Rektoskop festgestellt.
Dabei muss der dorsale Kurvenverlauf des Rektums beriicksichtigt werden. Gemessen wird der
Abstand von der Linea dentata zum Unterrand des Karzinoms. Entscheidend fiir die
Resektabilitdt ist allerdings der Abstand des Tumors zur Analmuskulatur. Das klinische Stadium
kann ebenfalls durch den tastenden Finger festgestellt werden. Bei der digitalen Untersuchung
erfolgt auch die Beurteilung der Sphinkterfunktion, welche bei geplanter tiefer Resektion auch
durch Sphinktermanometrie und Elektromyographie ergéinzt werden kann [Schmiegel et al.,

2004].
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Es werden folgende histologische Karzinomtypen unterschieden:
— Adenokarzinom (85-90%)

— Muzindses Adenokarzinom (5-10%)

— Siegelringzellkarzinom (1%)

— Adenosquamdses Karzinom

— Kleinzelliges Karzinom (Haferzellkarzinom)

— Undifferenziertes Karzinom (1%)

Zu den seltenen Karzinomtypen zéhlen:
— Karzinoide
— Lymphome

—maligne und benigne Bindegewebstumoren

Die Ausbreitung eines Rektumkarzinoms geschieht iiber eine lymphogene und spiter auch
himatogene Metastasierung sowie iiber Tumorzellnester im perirektalen Fett.

[Schalhorn et al., 2001].

Abbildung B-5: intraperitoneale Metastasierung
[Das Photo wurde von Prof. Dr. T. Mussack zur Verfligung gestellt. ]
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Die frither libliche Einteilung nach Dukes mit der Modifikation von Astler-Coller sollte nicht
mehr benutzt werden, sondern die UICC-Klassifikation in ihrer letzten Version von 2002 [UICC
2002] mit der TNM-Einteilung [Sobin et al, 1988] wund den entsprechenden
Stadiengruppierungen. Das TNM- System basiert auf der Festlegung folgender drei

Komponenten:

a) Ausdehnung des Primértumors (T) (Tabelle B-1)
b) Fehlen oder Vorhandensein und Ausdehnung von regiondren Lymphknotenmetastasen (N)
(Tabelle B-2)

c) Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen (M) (Tabelle B-3)

Zusitzlich zum TNM-System wird mittels der G-Kategorie der Differenzierungsgrad des
Tumors in Form des Gradings (G) beschrieben (Tabelle B-4).

F

Abbildung B-6: Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms

[Das Photo wurde von PD Dr. T. Mussack zur Verfligung gestellt. ]
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TNM-Einteilung kolorektaler Karzinome [nach UICC-Klassifikation 2002]:

Tabelle B-1: Tumoreinteilung nach UICC 2002

T Primértumor
TX | Primirtumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primartumor
Tis | Carcinoma in situ'
T1 Tumor infiltriert Submukosa
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe
T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen *~
und/oder perforiert das viszerale Peritoneum
Anmerkungen:

' Tis liegt vor, wenn Tumorzellen innerhalb der Basalmembran der Driisen (intraepithelial) oder in der Lamina

propria (intramukds) nachweisbar sind, ohne dass eine Ausbreitung durch die Muscularis mucosae in die

Submukosa feststellbar ist.

* Direkte Ausbreitung in T4 schlieBt auch die Infiltration anderer Segmente des Kolorektums auf dem Weg iiber

die Serosa ein, z. B. die Infiltration des Sigmas durch ein Zoekalkarzinom.

? Ein Tumor, der makroskopisch an anderen Organen oder Strukturen adhirent ist, wird als T4 klassifiziert.

Ist bei der histologischen Untersuchung in den Adhédsionen kein Tumorgewebe nachweisbar, soll der Tumor als

pT3 klassifiziert werden, dabei steht das p symbolisch fiir postoperativ.

Tabelle B-2: Lymphknoteneinteilung nach UICC 2002

N | Regionire Lymphknotenmetastasen
NX | Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO | Keine regionidren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

-13-



Tabelle B-3: Metastaseneinteilung nach UICC 2002

M Fernmetastasen

MX | Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen vorhanden (Abb. B-9)

Tabelle B-4: Tumorgrading nach UICC 2002

G | Grading

GX | Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
Gl hochdifferenziertes Gewebe geringer Malignitit
G2 | mitteldifferenziertes Gewebe mafBiger Malignitit
G3 | niedrigdifferenziertes Gewebe hoher Malignitat

G4 | undifferenziertes Gewebe sehr hoher Malignitét

n das Mesorektum :
| penetrierender T-3 Tumor

Abbildung B-7: In das Mesorektum penetrierender T-3 Tumor [Bhargava et al, 2005]
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Die Ausdehnung iiber den Primarius hinaus erfolgt durch kontinuierliche lymphonodale und
hdmatogene Metastasierung. Zur Prognoseabschitzung und Planung der weiteren
Therapiemodalititen ist die genaue Klassifizierung des Lymphknotenstatus erforderlich.
[Siebeck et al., 2001]. Die Metastasen des kolorektalen Karzinoms haben eine Pradilektion fiir
Leber (Abb. B-6) und Lunge, seltener Skelett und Gehirn. Bei manchen Patienten finden sich
iiber ldngere Zeit ausschlieBlich Lebermetastasen. Bei dieser biologischen Variante liegt ein
prognostisch etwas giinstigerer Verlauf vor im Vergleich zu Patienten mit zusétzlichen oder

ausschlieBlich extra-hepatischen Metastasen.

Entsprechend dem Metastasierungsweg finden sich beim Kolonkarzinom eher Lymphknoten-,
Leber-, Lungen- und Skelettmetastasen, in Spétstadien auch Hirnmetastasen. Beim Rektumkar-
zinom tritt vor allem das lokoregiondre Rezidiv mit Peritonealkarzinose und Kreuzbeininfiltra-
tion auf, gefolgt von Leber- und Lungenmetastasen. Beim Tumorsitz im mehr proximalen Kolon
bis einschlieBlich Transversum finden sich in 75-80% der Félle Lebermetastasen und in 20-30%
Lungenmetastasen, beim Rektumkarzinom in 45-50% Lungenmetastasen und in 50-60% Leber-
metastasen [Berghella et al., 1996]. An einem kolorektalen Karzinom erkrankte Patienten haben
heute bei frithzeitiger Diagnosestellung durch eine chirurgische Behandlung gute Chancen auf
Heilung. Bei dem Resektionsausmall werden onkologische Radikalitétskriterien als angemessen

betrachtet.

Nach radikaler Tumorresektion sind fiir die weitere Therapieplanung Aussagen iiber die
lokoregiondre Vollstandigkeit der Tumorentfernung (R-Klassifikation), die Invasionstiefe des
Tumors (pT-Klassifikation) und den Lymphknotenstatus (pN-Klassifikation) notwendig, wobei
sich hieraus u.U. die Indikation zur Nachbehandlung mit einer Chemo- bzw. Radiochemo-
therapie ergibt. Erforderlich ist eine Aussage iiber die Anzahl untersuchter und befallener
Lymphknoten. Mindestens 12 Lymphknoten sollten nach Mdglichkeit untersucht werden
[Siebeck et al., 2001].
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Eine histopathologischen Resektat-Befundung sollte im Wesentlichen folgende Punkte

beinhalten:

. Anzahl der Karzinome im Priparat

. Resektatldnge

. Aboraler und ggf. radidrer minimaler Sicherheitsabstand

. GroBter Tumorduchmesser

. Typisierung des Tumors (Adeno-Ca, Plattenepithel-Ca etc.)
. Grading des Tumors

. Dissoziation der Tumorzellen im Bereich der Invasionsfront

. Invasiontiefe des Tumors (pT-Kategorie)

O© 00 3 O »n b~ W N =

. Invasion von Nachbarstrukturen

10. Zahl der untersuchten und befallenen Lymphknoten

11. pN-Kategorie

12. M-Kategorie

13. Histologie der Resektionslinien

14. R-Klassifikation

15. Qualitétserfassung der Totalen Mesorektalen Exzisions (TME) ( bei Rektum-Ca)

16. Tumorstadium

B 1.6 Therapie

Je nach Ausmaf3 und Lokalisation des Tumors sind eine operative Therapie, eine Strahlen-,
Chemo- und eine neoadjuvante Radiotherapie denkbar. Bei den Kolonkarzinomen wird operativ
zur Entfernung des Tumors eine en-bloc-Resektion des tumortragenden Anteils mit seinem
Lymphabflussgebiet im gesunden Gewebe angestrebt. Das Ausmal} der Resektion wird von den
zu unterbindenden Gefdllen bestimmt, die den Darmabschnitt versorgen. Es ergeben sich daraus

verschiedene Standardresektionen:

Hemikolektomie rechts, Kolon Transversum-Resektion, Hemikolektomie links (Abb. B-8) und
Sigmaresektion. Bei pradisponierten Patienten oder bei operativen Grenzfillen kann eine pro-
phylaktische (sub-) totale Kolektomie eine erneute Erkrankung verhindern, ihr Einsatz ist aber
umstritten [Rodriguez-Bigas et al., 1996]. Liegen resektable Lebermetastasen vor, so werden
diese zum selben oder spéteren Zeitpunkt entfernt (sogenanntes ,,ein-“ oder ,,zweizeitiges* Vor-

gehen).
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Abbildung B-8: Schematische Darstellung des operativen Ausmales der linken
Hemikolektomie [Bhargava et al., 2005]

Bei allen lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen ist eine prioperative Radiotherapie
indiziert. Adjuvant werden postoperativ in bestimmten Stadien Radio-Chemotherapien

empfohlen [Masi et al., 2009].

operative Therapie

Adenome mit schweren Dysplasien und invasive Adenokarzinome von guter bis méBiger
Differenzierung, die keine Gefaf3einbriiche von Tumorzellen aufweisen und mindestens 1-2 mm
im Gesunden abtragbar sind, konnen auf endoskopischem Wege mittels Schlinge kurativ entfernt
werden. FEine chirurgische Nachresektion ist nur beim Vorliegen eines ungiinstigen
prognostischen Faktors (z.B. geringe Differenzierung bzw. entdifferenziertes Karzinom,
Siegelringkarzinom, GefaBeinbriiche von Tumorzellen, keine sichere Abtragung im Gesunden)
angezeigt [O'Brien et al., 1990]. Die kurative Operation zielt auf Entfernung des tumortragenden
Darmabschnittes mit  seinem  Lymphabflussgebiet hin. Durch die allgemeine
Operationsvorbereitung mit orthograder Darmspiilung, perioperativer Antibiotika- und
Thromboembolieprophylaxe  sowie  durch  die  Friihmobilisation = werden  heute
Operationsletalitdten unter 3% und niedrige Komplikationsraten erzielt [Masi et al., 2009].
Prinzipiell ist es technisch mdglich, die radikale Tumoroperation beim Kolonkarzinom auf
laparoskopischem Wege durchzufiihren (Abb. B-9). Bei der Operation erfolgt zunédchst das
intraoperative Staging mit Klarung der lokalen Operabilitit [Buchmann et al., 2003]. Bevor auch
nur geringe Manipulationen am tumortragenden Darm (Abb. B-10) stattfinden, erfolgt die

préilimindre Ligatur der zu- und abfiihrenden Gefédfle, um eine Tumorzellaussaat zu verhindern.
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Abbildung B-9: Laparoskopische Resektion eines kolorektalen Karzinoms

[Bhargava et al., 2005]

Der Darm wird auf Hohe der spiteren Resektion oral und aboral ligiert (Abb. B-10). Die Technik
der Anastomosierung hat keinen Einfluss auf Frith- und Langzeitergebnisse [Schmiegel et al.,

2004].

Abbildung B-10: Offene Hemikolektomie [Photo: Prof. Dr. T. Mussack]
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Abbildung B-11: Resektionsausmal bei der tiefen anterioren Rektumresektion

mit totaler Mesorektumexzision [Heald et al.,1994]

EAST HANOVER, NEW JERSEY 07336« (373) 8878273

Abbildung B-12: reseziertes Rektumkarzinom [Photo: Prof. Dr. T. Mussack]
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Strahlentherapie

Die Strahlentherapie ist fiir das Kolonkarzinom eher bedeutungslos und selten indiziert, da eine
Strahlenbelastung des empfindlichen Diinndarms hierbei unvermeidlich ist. Im Gegensatz dazu
wird das Rektumkarzinom in bestimmten Stadien adjuvant prioperativ zum Down-Staging
[Mendenhall et al., 1992] oder adjuvant postoperativ bestrahlt. Sehr selten kann eine intraopera-
tive Bestrahlung zum Einsatz kommen [Sadahiro et al., 2001]. Als Nebenwirkungen kénnen

Durchfille (20% der Patienten), seltener Ubelkeit oder Obstruktionen auftreten.

Chemotherapie / Inmuntherapie

Vorangestellt sei, dass es eine optimale adjuvante Therapie, besonders fiir fortgeschrittene Sta-
dien nicht gibt. Empfehlungen zu systemisch durchgefiihrten Chemotherapien unterscheiden sich
je nach Stadium des kolorektalen Karzinoms [Ruf et al., 2000]: Das gédngigste Chemotherapeuti-
kum ist 5-Fluorouracil (5-FU). Ein sehr fortgeschrittenes lokales Tumorstadium ohne Fernma-
tastasierung kann prédoperativ, auch mit Radiotherapie, chemotherapeutisch behandelt werden

und zu einem sogenannten Down-Staging fiihren. [Schwartzberg et al., 2001; Haller et al., 1997].

B 1.7 Prognose und Komplikationen

Die Prognose des Kolonkarzinoms hingt entscheidend vom primiren Tumorstadium und der
Radikalitdt der Operation ab. Als weitere prognostische Kriterien werden Zytokeratin-positive
Zellen im Knochenmark sowie Einbruch von Tumorzellen in Lymph- und Blutgefd3e diskutiert.
Sehr ungiinstige prognostische Zeichen sind die spontane Tumorperforation sowie die intraope-
rative Ruptur des Tumors, die beide zur Klassifikation in die pT4- Kategorie fithren. Nach
Hermanek ist auch der Chirurg bzw. die Erfahrung der behandelnden Klinik ein wichtiger Prog-
nosefaktor. Durch den Einzug der laparoskopischen Chirurgie konnte die Rate an postoperativen
Infektionen im Vergleich zur offenen kolorektalen Resektion als eine mogliche Komplikation
reduziert werden [Balague Ponz et al., 2001]. Weitere Komplikationen stellen die Anastomose-
ninsuffizienz (2%), Blutungen (1%), ein postoperativer Ileus (2%) und Verletzungen von Ureter
oder Duodenum (1%) dar. Eine adjuvante Chemotherapie kann aufgrund der Schwichung des
Immunsystems das Infektionsrisiko erhdhen und dadurch im Extremfall das Auftreten einer

Sepsis beglinstigen [Buunen et al., 2004].
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B2 Induktion der Immunreaktionen nach Trauma

Trotz verbesserter anésthesiologischer Verfahren und schonender Préparationstechniken stellen
Traumata, wie Operationen ausgedehnter viszeraler maligner Tumoren eine erhebliche Belastung
fiir den Patienten dar. Fiir die Ausbildung und Auspridgung posttraumatischer Folgereaktionen
scheint das Immunsystem und vor allem seine Antwort auf das Trauma eine entscheidende
Determinante zu sein. Initial kommt es zu einer lokalen Aktivierung mit der Induktion
physiologischer Reparaturmechanismen, die zur Heilung der Verletzung wie auch zur Abwehr
von Fremdorganismen dient. Ziel dabei ist die Begrenzung des Schadens fiir den gesamten

Organismus.

Inflammatorischen Phdnomene bei polytraumatisierten Patienten werden aufgrund der multiplen
Verletzungen als eine Art ,,Uberreaktion* des Organismus gedeutet, welche die immunologische
Aktivierung lokaler Reparaturmechanismen iiber deren Grenzen hinweg auch in andere, zunéchst
nicht involvierte Gewebeareale oder Organe tragen kann [Bogner et al., 2007; Marano et al.,
1990]. Ein gefiirchtetes Problem ist dabei das postoperative Multiorganversagen (MOV) mit
Sepsis und hoher Letalitdt [Hietbrink et al., 2006]. Allgemein giiltige Scoring-Systeme wie der
ASA (American Society of Anesthesiology) konnen das Risiko eines postoperativen MOV nur
unzureichend einschitzen. In verschiedenen Arbeiten wurde indes gezeigt, dass das menschliche
Immunsystem an dieser Induktion des postoperativen MOV entscheidend beteiligt ist [Bogner et

al., 2007; Jochum et al., 1999].

Als sogenanntes Systemic Inflammatory Repsonse Syndrome (SIRS) bezeichnet man ein
generalisiertes Entzlindungsgeschehen, das sich durch proinflammatorische Zytokine und andere
Entziindungsmediatoren auszeichnet. Die Entstehung von SIRS kann auf verschiedene
Atiologien zuriickgefiihrt werden (groBe chirurgische Eingriffe, Polytrauma, Verbrennung) und
unterliegt oft einer unterschiedlichen Symptomatik. Aufgrund dieser Tatsache existierten bis in
die 80er Jahre unterschiedliche Definitionen. Nach den amerikanischen Gesellschaften American
College of Chest Physicians (ACCP) und Society of Critical Care Medicine (SCCM) wurde

1992 eine einheitliche Definition etabliert.

Trotz intensiver Forschung und Fortschritte in der Medizin stellt das Krankheitsbild der Sepsis
und die mit ihr einhergehenden Komplikationen weiterhin eine besondere Herausforderung im
medizinischen Alltag bei der Versorgung von Patienten dar. Somit bleibt das inflammatorisch

getriggerte Einzel-und Multiorganversagen mit dem Systemic Inflammatory Response Syndrome
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und der Sepsis nach schwerem Trauma ein ungeldstes Problem. Die Gesamtletalitit der
Sepsispatienten konnte gesenkt werden, im Gegenzug dazu wird jedoch eine Inzidenzerh6hung

registriert.

Weiterhin ist unklar, ob die fortgeschrittene Tumorkrankheit mit regionaler oder systemischer
Metastasierung selbst oder erst die ausgedehnte Operation mit Schaffung groer Wundfldchen
zum SIRS mit Uberstimulation des Immunsystems fiihrt, was letztendlich im MOV enden kann
[Baigrie et al., 1992]. Sepsis und SIRS stellen trotz groBer Fortschritte in der intensiv-
medizinischen Behandlung schwerkranker Patienten die Hauptursachen fiir die Entwicklung
multipler und hdufig letal verlaufender Organfunktionsschiden im postoperativen Krankheits-
geschehen dar. Mit der Anzahl und Auspridgung pridoperativer Risikofaktoren steigt dariiber
hinaus die Gefahr perioperativer Komplikationen deutlich an [Gurlich et al., 2005].

Die genauen Mechanismen dieser Immunmodulation im Rahmen von Operationen bei lokal fort-
geschrittener Tumorkrankheit sind bisher nicht bekannt. Kenntnisse dieser initialen, intra-
zelluldren Steuerungsmechanismen immunkompetenter Zellen stellen jedoch die Grundlage dar,
um innovative therapeutische Konzepte zur Reduktion der Morbiditdit und Mortalitit nach
Tumoroperationen entwickeln zu konnen [Sager et al.,, 1991]. Antiinflammatorische Mono-
therapien mit Antikoérpern gegen Endotoxin und Zytokine, Zytokinrezeptorblockaden oder
Thrombininhibitoren haben sich in klinischen Studien bisher nicht als multivalent erwiesen, um
das komplizierte Netzwerk interagierender humoraler und zelluldrer Entziindungsfaktoren
effektiv zu beeinflussen. Bekannt ist bisher, dass ein Operationstrauma in Form eines Signals an
einen extrazelluldren Rezeptor (z.B. den Toll-Like- Rezeptor (TLR) bindet. Uber verschiedene
Kinasen und Transkriptionsfaktoren gelangt das Signal in den Nukleus, um dort die Gen-

Expression zu beeinflussen (Abb. B-13).
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Abbildung B-13: Schematische Darstellung der intra- und extrazelluldren Signaltransduktion

nach Operationstrauma.

B 3 Inflammatorische Prozesse

Die sogenannte Two-Hit Theorie scheint eine bedeutende Rolle beim pathophysiologischen
Verstdndnis hinsichtlich der Entstehung von posttraumatischer Inflammation (SIRS) und

kompensatorischer Gegenregulation und deren Komplikationen wie Sepsis und MOF zu spielen.

Als Initiator (First hit) wird das primire Trauma angesehen, welches die Zerstérung der
zelluldren Integritdt der Gewebe und die Aktivierung immunologischer Kaskaden bedingt. Die
Reaktion der proinflammatorischen Zytokinausschiittung bleibt unter normalen Bedingungen
lokal begrenzt, bei schwerer Traumatisierung kommt es zu einer unkontrollierten
iiberschiefenden Ausschiittung. Folglich setzt eine autodestruktive Schiddigung korpereigener
Systeme ein. Das Abwehrsystem ist iiberfordert mit dem Ergebnis einer generalisierten

Entziindungsreaktion, SIRS [Novotny et al., 2012]

Als Gegenregulation werden antiinflammatorische Botenstoffe freigesetzt, das sogenannte
CARS (Compensatory Anti-inflammatory Respone Syndrome). Diese Regulation bedingt eine

Immunsuppression, wodurch eine erleichterte Invasion und Translokation der Mikroorganismen
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stattfindet. Die Imbalance zwischen SIRS und CARS scheint verantwortlich zu sein fiir die
Infektanfdlligkeit und Manifestation in MOF. Ein Second hit, z.B. durch ausgedehnte
chirurgische Eingriffe oder Hypoxie kann ebenfalls die oben beschriebenen Mechanismen
verursachen. Vor diesem Hintergrund stellt die quantitative Erfassung der posttraumatischen
Inflammation die Grundlage zur Vermeidung von Sekundirschiden und die Auswahl des

geeigneten Zeitpunkts fiir weiterfithrende operative Interventionen dar [Lewis et al., 2012]

Der Gastrointestinaltrakt reagiert dabei besonders empfindlich auf Schockexposition.
Persistierende gastrointestinale Perfusionsstorungen auch bei suffizienter Schocktherapie sind
malgeblich an den Mukosaschidden des Darmes beteiligt [Pape et al., 2001]. Daraus folgen
klinisch oft kaum nachweisbare Translokationen von Bakterien und Endotoxin zum einen iiber
mesenteriale Lymphknoten und -bahnen in die systemische Zirkulation. Zum anderen erreichen
solche Translokationen {iber das Pfortadersystem die Leber, in der ortsstindige
Lebermakrophagen -durch die vorangegangene Schockphase aktiviert- bei Endotoxinkontakt
erhebliche Mengen an Mediatoren freisetzen [Seibel et al., 1985]. Die hyperinflammatorische
Immunantwort ist von der Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa., IL-1 und IL-6
sowie der Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und Makrophagen charakterisiert ist. Diese
Freisetzung fiihrt zu einer Akute-Phase-Reaktion, die ebenfalls eine Hochregulation vieler anti-
inflammatorischer Mediatoren, unter anderem von IL-10 und diversen Prostaglandinen zur Folge
hat. Das Resultat ist eine chirurgisch- bzw. Trauma-induzierte Immunosuppression mit einer
Deaktivierung der Monozyten gefolgt von einer Minderproduktion von TNFo und einer
Umverteilung der T1/T2-Helfer Zellen (HZ) zugunsten einer T2-HZ dominierten Zytokin-
struktur. Das Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und immun-
kompetenten Zellen determiniert den Phénotyp der Krankheit und sollte den Arzt dahingehend
beeinflussen, seine therapeutische Strategie entsprechend anzupassen. In der Tat zeigen aktuelle
Studien, dass beides, die initiale unkontrollierte Hyperinflammation und die kontinuierliche zell-
gesteuerte Immunsuppression primére Ziele bei der Intervention einer post-operativen Immun-
dysfunktion darstellen [Menger et al., 2004]. Die meisten prognostischen Indices fiir trauma-
tisierte bzw. post-operative Patienten basieren bislang auf Vitalparametern und anatomischen
Befunden. Posttraumatische Organversagen werden jedoch initial meist von einer inflamma-

torischen Reaktion getriggert [Nast-Kolb et al. 1997].
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B 4 Immunkompetente Zellen

Die pathophysiologischen Mechanismen, die sich im Interstitium der unterschiedlichen Gewebe
abspielen, wenn sich diese in einem akuten post-traumatischen Inflammationsstadium befinden,
sind sehr komplex. Durch Odeme und Ischimie bedingte Re- vaskularisationen erleichtern die
Versorgung des geschidigten Gewebes mittels Diffusion. Wihrend die Funktion der immun-
kompetenten Zellen einsetzt, wird das Gewebe von den Leukozyten durch Symbiose mit Bakte-
rien erndhrt. In dieser Phase der Immunreaktion wird die Erweiterung der Lymphgefile von
verschiedenen Zytokinen, Leukotrienen und Prostaglandinen gesteuert, die im geschéidigten Ge-
webe von aktivierten Leukozyten produziert werden [Aller et al., 2006]. Als Basis der systemi-
schen Immunreaktion nach einem chirurgischen Eingriff in Form einer kolorektalen Resektion
dient die Aktivierung der Zytokinkaskade, begleitet von der Freisetzung der entsprechenden
Rezeptoren. Die Hauptachse der Zytokinreaktion stimuliert die Sezernierung von Akute-Phase-
Proteinen (APP) in der Leber und moduliert diverse metabolische Vorgénge sowie hormonale
Antworten [Maruna et al., 2002]. Die verschiedenen Zellen und Mediatoren, die vermutlich eine
entscheidende Rolle an der posttraumatischen Immunreaktion spielen, werden im Folgenden

niher beleuchtet.

B 4.1 Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten, auch kurz Neutrophile genannt, gehdren mit einem Anteil von
50 - 65% zu den hiufigsten weillen Blutkorperchen (Leukozyten). Als Phagozyten sind sie Teil
der angeborenen Immunabwehr und dienen der Identifizierung und Zerstérung von
Mikroorganismen. Neutrophile sind kugelformige Zellen mit einem Durchmesser von 12 bis 15
um (Mikrometer). Charakteristisch fiir ausgereifte Neutrophile ist der aus drei bis fiinf Segmen-
ten bestehende Kern. Das Cytoplasma von Neutrophilen enthélt zwei Arten von Granula: Am
Haufigsten sind ,,spezifische” Granula, die Enzyme wie Lysozym, Kollagenase, Elastase,
Plasminogenaktivatoren, Neuramidase und Cathepsin G enthalten [Oh et al., 2008]. Diese
Granula lassen sich nicht mit basischen und sauren Farbstoffen farben, was sie ebenfalls in
namensgebender Weise von Basophilen und Eosinophilen unterscheidet. Das Lysosom ent-
spricht den sogenannten ,,azurophilen” Granula und enthilt neben den typischen Bestandteilen
wie saure Hydrolasen und antimikrobielle Enzyme Substanzen wie Defensine, Myeloperoxidase,
Cathelicidine und Lactoferrin. Ein erwachsener Mensch bildet im Knochenmark téglich iber
10" Neutrophile pro Tag. Die jungen Neutrophilen haben im Gegensatz zu den Ausgereiften

noch keinen vielfach segmentierten Kern, weshalb sie als sog. ,,Stabkernig* beschrieben werden.
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Sollten Neutrophile nicht innerhalb von 6 Stunden nach Neubildung in Kontakt mit einem Infek-
tionsherd und/oder einer Entziindungsreaktionen kommen, erfahren sie den programmierten
Zelltod (Apoptose) und werden durch Makrophagen in Leber oder Milz abgebaut. Selbst bei
Kontakt mit Infektionen haben Neutrophile nur eine um wenige Stunden verlédngerte Lebens-
dauer. Neutrophile Granulozyten zirkulieren im Blut und wandern im Falle einer Infektion zum
Ort des Geschehens. Dort nehmen sie die infektionsauslosenden Mikroben auf und verdauen sie.
Um infiziertes und/oder entziindetes Gewebe zu erreichen, verlassen beide in einem durch
Adhésionsmolekiile und Chemokine vermittelten mehrstufigen Prozess den Blutstrom und
dessen GefdBle [Adib-Conquy et al., 2009]. Dabei wandern sie in postkapillaren Venolen durch
die Interzellular-Rdume der endothelialen Zellen [Abbas et al., 2007].

B 4.2 Monozyten / Makrophagen

Monozyten sind wie die neutrophilen Granulozyten im Blut zirkulierende Zellen des
Immunsystems und die Vorldufer der u.a. in den Geweben lokalisierten Makrophagen. Thre Auf-
gabe ist die Zerstorung korperfremder Strukturen durch Phagozytose und die Aktivierung der
erworbenen Immunabwehr mittels Antigenprédsentation. Mit einem Durchmesser von 20-40pum
gehdren Monozyten zu den grofiten Leukozyten und machen ca. 3-8 % ihrer Population aus.

Sie besitzen einen charakteristischen groBen, hédufig gelappten oder eingebuchteten Kern von
meist bohnenartiger Form, jedoch verhdltnismaBig wenig Zytoplasma, welches blaugrau und
durch winzige Granulationen unruhig erscheint. Im Knochenmark befindliche hdmatopoetische
Stammzellen konnen sich unter Einfluss bestimmter Wachstumsfaktoren wie Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Monozyten Kolonie-stimulierender
Faktor (M-CSF) in sogenannte Monoblasten entwickeln. Aus ihnen wiederum differenzieren sich
Monozyten, die dabei das Knochenmark verlassen und in den Blutkreislauf tibergehen, wo sie
fiir 1-3 Tage zirkulieren [Williams et al., 1999]. Innerhalb dieses Zeitraums wandern sie bei
Kontakt mit Infektionsherden in das betroffene Gewebe ein. Diese Fihigkeit haben Monozyten
mit neutrophilen Granulozyten gemein, treffen jedoch zeitlich versetzt (bis zu einigen Tagen
nach den Granulozyten) am Infektionsort ein. Wéhrend der Einwanderung in das Gewebe diffe-
renzieren sich Monozyten in Makrophagen. Auch vor der Differenzierung in Makrophagen sind
Monozyten in der Lage, korperfremde Strukturen wie Mikroorganismen intrazelluldr
aufzunehmen und zu zerstéren. Dadurch sind Monozyten zur Antigenprésentation beféhigt und

initiieren auf diese Weise die erworbene Immunabwehr [Hildebrand et al., 2005].
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B 5 Mediatoren

Ein Grofteil der Funktionen der oben aufgefiihrten Zellen fiir die Immunabwehr wird {iber die
Sezernierung loslicher Mediatoren gesteuert. Diese heterogene Gruppe unterschiedlicher Peptide
und Proteine besteht sowohl aus stimulierenden als auch aus hemmenden Botenstoffen, zu denen
entziindlich wirkende Zytokine ebenso wie regenerative Wachstumsfaktoren zihlen [Cerami,
1992]. Die Freisetzung der Zytokine kann durch verschiedene Faktoren, wie Infektionen, Trau-
mata und Entziindungen initiiert werden. Mit einem Molekulargewicht von 8-50.000 Dalton
stellen sie dabei verhéltnisméBig kleine Proteine dar. In der erstmaligen Beschreibungen wurden
diese Mediatoren als ,,Lymphokine* oder auch als ,,Monokine* beschrieben, was auf ihrem zel-
luldren Ursprung basierte. Die Tatsache, dass sie jedoch von fast jeder kernhaltigen Zelle produ-
ziert werden konnen und zudem mehrere Wirkungsorte sowie Wirkungsmechanismen kennen,
fithrte zu dem aktuell benutzten Namen ,,Zytokine®. Eine gebréuchliche Einteilung dieser Medi-
atoren in pro- und antiinflammatorische Zytokine anhand ihrer Rolle im Rahmen von Entziin-
dungsreaktionen ist im folgenden aufgezeigt. Eine starre Einteilung hat sich hierbei allerdings
nicht als sinnvoll erwiesen, da einige Zytokine sowohl pro- als auch antiinflammatorische

Wirkungsmechanismen aufweisen [Hildebrand et al., 2005].

B 5.1 Pro-inflammatorische Zytokine

B 5.1.1 Tumor-Nekrose-Faktor o

Unter denaturierenden Bedingungen ist Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa) ein nicht
glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 17 kDa. Die biologisch aktive Form ist
ein Trimer. Neben der 16slichen Form von TNFa kann eine membranstindige Form, die ein
Molekulargewicht von 28 kDa aufweist, auf der Oberfliche von TNFa-produzierenden Zellen
nachgewiesen werden. Moglicherweise dient diese Form als Pool fiir 16sliches TNFa nach prote-
olytischer Spaltung [Belardelli et al., 1995]. TNFa kann in verschiedenen Zellen und Zelllinien
produziert werden, z.B. in Monozyten, Makrophagen, CD4+-T Zellen und NK-Zellen nach
Stimulation  mit  Lipopolysacchariden. = AuBerdem  konnen  glatte  Muskelzellen,
polymorphonukleédre Neutrophile, Astrozyten und verschiedene Tumorzelllinien TNFa syntheti-
sieren. TNFa bindet auf der Oberfldche seiner Effektorzellen an zwei verschiedene Rezeptoren,
den TNF-Rezeptor I und den TNF-Rezeptor II. Diese Rezeptoren kdnnen auf nahezu allen

Zellen, aufler Erythrozyten, exprimiert werden.
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Anteile der zellgebundenen TNF-Rezeptoren konnen sich von der Zelloberfliche ablosen. Diese
16slichen TNF-Rezeptoren sind ebenfalls zur Bindung von TNFa befdhigt und treten um dessen
Bindung mit den zellgebundenen in Konkurrenz [Cavaillon et al., 1995]. Da TNFa auf viele ver-
schiedene Zelltypen wirkt, zeigt es ein weites Spektrum biologischer Funktionen. Unter
anderem wird die endotheliale Genregulation, Leukozytenadhdrenz und Aktivierung der
Fibroblasten durch TNFa induziert. Es hat dabei zytolytische und zytostatische Effekte auf

verschiedene Zellen und wirkt u.a. auf Neutrophile chemotaktisch.

Uber eine Unterhaltung und Aktivierung weiterer Entziindungsmediatoren zihlt es zu den ,,Early
Response Cytokines®, die an der frithen Phase der inflammatorischen Kaskade beteiligt sind.
Fieber, Appetitlosigkeit und eine erhdhte Herzfrequenz als systemische Effekte einer
Entziindungsreaktion gehen ebenfalls mit erhohten Serumspiegeln von TNFa einher. Diese
primire Immunantwort wird durch das Freisetzen einer Vielzahl von sekundidren Mediatoren
weiter verstirkt. Allerdings kommt es neben der Hyperinflammation auch zu einer

antiinflammatorischen Reaktion.

Dariiber hinaus hat TNFa einen entscheidenden Anteil an der Entwicklung schwerer
Komplikationen, wie die eines septischen Schocks und des Multiorganversagens nach
Entwicklung einer Sepsis. Die Assoziation eines erhdhten TNFo Spiegels mit einer hoheren
Mortalitdtsrate wurde in zahlreichen Studien beschrieben [Abraham et al., 1997; Baud et al.,
1990]. Auch bei verschiedenen Karzinomen ist TNFa neben anderen Mediatoren durch die
Steuerung des programmierten Zelltods, Apoptose, am Verlauf eines Karzinoms beteiligt. TNFa
ist auBerdem ein Wachtsumsfaktor fiir Fibroblasten und stimuliert die Synthese von Kollagenase

und Prostaglandin E2.

Weiterhin kann TNFa die Knochenresorption durch Aktivierung der Osteoklasten induzieren
[Faist et al., 1994] und die Proliferation von T-Zellen nach Stimulation mit Interleukin-2 (IL-2)
induzieren. In Abwesenheit von IL-2 kann es die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen
veranlassen. Erhohte Serum- oder Plasmaspiegel von TNFa kdnnen bei diversen Erkrankungen
wie z.B. Sepsis, Autoimmunerkrankungen, verschiedenen Infektionskrankheiten und nach

Transplantationen auftreten [Biberthaler et al., 2004].
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Abbildung B-14: Schematische Darstellung der Effekte von TNFa

B 5.1.2 Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein nicht glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 8kDa.
Eines seiner wichtigsten Eigenschaften ist die chemotaktische Wirkung auf Neutrophile.
Dementsprechend findet man IL-8 in der Literatur unter zahlreichen Synonymen wie NAP-1
(neutrophil activating peptide), NAF (neutrophil activating factor) und MDNCF (monocyte-
derived neutrophil chemotactic factor) [Baggiolini et al., 1989]. Urspriinglich ist IL-8 aus
Uberstinden von Monozyten/Makrophagen isoliert worden und somit wurden diese Zellen als
hauptsédchliche Produzenten fiir IL-8 angesehen [Strieter et al., 1994]. Im Laufe der Zeit konnte
jedoch gezeigt werden, dass zahlreiche andere Zellen ebenfalls IL-8 synthetisieren kdnnen,
darunter Endothelzellen, Epithelzellen, Hepatozyten, Fibroblasten und Chondrozyten [Menger et
al., 2004]. Die Freisetzung von IL-8 aus diesen Zellen kann durch LPS, IL-1, TNFa und Viren
veranlasst werden. IL-8 gehort zur Familie der Chemokine, 8-10 kDa groflen Proteinen, die zu
den pro-inflammatorischen Zytokinen gehoren. Alle Chemokine wirken chemotaktisch und

zeigen untereinander eine Strukturhomologie von 20-50 % auf der Ebene ihrer
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Aminosduresequenz inklusive 4 konservierter Cysteinreste. Aufgrund seiner biologischen
Eigenschaften spielt IL-8 eine bedeutende Rolle bei entziindlichen Prozessen. Gerade im
Zusammenhang mit Sepsis und SIRS wird IL-8 durch die vermehrte Freisetzung von
Neutrophilen, der Leukozytenaktivierung und Chemotaxis eine besondere Bedeutung
zugesprochen. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Patienten im septischen
Schock signifikant erhhte Konzentrationen von IL-8 aufweisen und diese Konzentrationen in
engem Zusammenhang mit dem klinischen Outcome stehen [Hack et al., 1992]. Diverse Studien
haben auflerdem massiv erhohte IL-8-Spiegel bei Sepsis, Peritonitis, Psoriasis, rheumatoider
Arthritis und cystischer Fibrose beschrieben [Sticherling et al., 1991; Peichl et al., Ziigel et al.,
2002].

B 5.2 Anti-inflammatorische Zytokine

B 5.2.1 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) als antiinflammatorisches Zytokin wurde erstmals 1989 beschrieben
[Ishida et al, 1994]. Es ist ein 35-40 kD grofB3es Protein und besteht aus 160 Aminosduren. Neben
Monozyten/Makrophagen und B-Lymphozyten sind vor allem T-Helfer-Zellen in der Lage, IL-
10 zu bilden [Dummer et al., 1995]. Diese kdnnen anhand ihres Zytokin-Musters in verschiedene
Unterformen unterteilt werden. ThO und Th2-Zellen sind dabei in erster Linie fiir die IL-10 Pro-
duktion verantwortlich [Belardelli et al., 1995]. Es hat sich gezeigt, dass IL-10 die Zytokin-
Synthese von Thl-Zellen und Th2- Zellen inhibiert. Diese Thl- und Th2 -Zellen aktivieren
insbesondere Monozyten/ Makrophagen und reagieren auf das von den Makrophagen
prasentierte  Antigen. IL-10 inhibiert diese Stimulation der Thl-Zellen durch
Monozyten/Makrophagen [Gomez-Jimenez et al., 1995]. IL-10 hat auBerdem noch eine Vielzahl
von anderen Effekten auf das Monozyten/Makrophagen-System. Es supprimiert die Bildung der
sogenannten inflammatorischen Zytokine wie IL-1a, IL-6, IL-8 und GM-CSF [Doherty et al.,
1995]. Endogenes IL-10 inhibiert zudem im Rahmen eines negativen Feedback-Mechanismus
die Synthese von IL-10 aus Monozyten/Makrophagen. Neben den erwihnten inhibitorischen

Effekten wirkt IL-10 aber auch stimulierend.

Es stimuliert die Bildung von IL-1RA, einem weiteren anti-inflammatorischen Protein. In
Gegenwart von IL-3 und IL-4 wird auBerdem das Wachstum von Mastzellen und deren
Vorléaufer-Zellen stimuliert. Zudem steuert IL-10 auch die Proliferation und Differenzierung von

B-Lymphozyten in Antikorper-produzierenden Zellen [Maruna, P. et al., 2002].
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Aufgrund der Inhibition der Bildung von inflammatorischen Zytokinen und der gleichzeitigen
Hochregulierung von anti-inflammatorischen Proteinen wie z.B. IL-1RA, spielt IL-10 eine
wichtige Rolle bei der Regulation einer Reihe verschiedener entziindlicher Erkrankungen,
insbesondere des SIRS, des Postaggressionssyndrom, der bakteriellen Sepsis, der rheumatoiden

Arthritis und der Psoriasis [Stasi et al., 1995; Cush et al., 1995].
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Abbildung B-15: Schematische Darstellung der Effekte von IL-10
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B 5.3 weitere Mediatoren

B 5.3.1 PMN-Elastase

Neutrophile Granulozyten benutzen Proteinasen, um korperfremde Stoffe oder Gewebetriimmer
zu verdauen. Eine dieser Proteinasen ist die PMN-Elastase, die in den azurophilen Granula der
polymorphkernigen (PMN-) Granulozyten lokalisiert ist. Wahrend dieses Verdauungsvorganges
werden die Enzyme auch teilweise extrazelluldr sezerniert. Die Serinprotease Elastase stellt ein

sehr basisches, einkettiges Glykoprotein mit einer Molekiilmasse von ca. 29-31 kDa dar.

Die intragranulidre Menge von Elastase betréigt im Durchschnitt ca. 3-5 pg/10° Granulozyten. Die
PMN-Elastase reagiert relativ unspezifisch mit Aminosduren von Peptidbindungen, die
ungeladene, aliphatische Seitengruppen (z.B. Valin, Alanin, Leucin, Isoleucin, Serin, Threonin
und Methionin) aufweisen. Der proteolytische Abbau zahlreicher struktureller und humoraler
Faktoren wird durch die geringe Substratspezifitit dieses Enzyms ermdglicht. Ein
Wirkungsoptimum im physiologischen pH-Bereich (ca. pH 7,5), hohe intrazelluldre
Konzentrationen und die geringe Substratspezifitit pradestinieren daher die PMN-Elastase vor
allen anderen Proteinasen fiir einen destruktiven Einfluss auf das extrazelluldre Milieu, wenn sie
durch massive Phagozytose oder bei Zelluntergang freigesetzt wird und durch ihren
Hauptinhibitor, den a,-Proteinase-Inhibitor (a;PI), nicht mehr ausreichend gehemmt werden
kann [Friedmann et al., 1997]. So wird die extrazellulire Aktivitit der PMN-Elastase nur teil-
weise durch Inhibitoren wie a;PI reguliert [Jochum et al., 1994]. Bei sehr starker Stimulation der
Granulozyten und einer damit verbundenen iibermiaBigen Freisetzung der Elastase kann das
Hemmpotential des o;PI iiberschritten werden. Die nicht-inhibierte PMN-Elastase 16st dann
zusammen mit den gleichzeitig gebildeten Oxidantien (O,-Radikale, H,O,, OH-Radikale etc.)
Gewebeschdden aus. Da jedoch iiber das Blut und die Lymphgefde o,PI, wenn auch zeitver-
setzt, nachgeliefert werden kann, so wird in der Zirkulation schlieBlich freie, nicht komplexierte
Elastase gebunden. 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 Entzlindungsgeschehen. Der Nachweis der PMN-Elastase findet seinen Einsatz somit haupt-
sdchlich zur Verlaufsbeurteilung bei Trauma, Schock und Sepsis [Nast-Kolb et al., 1992; Nast-
Kolb et al., 1997]. Weitere Indikationsgebiete stellen die Bereiche Hamodialyse, Infektionen bei
Geburtshilfe, Darmerkrankungen, Pankreatitis, zystische Fibrose und Adnexaffektionen des

Mannes dar [Reinhardt et al., 1996].
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B 5.3.2 Cathepsin X

Der Begriff ,,Cathepsin® steht fiir ,,lysosomales proteolytisches Enzym® unabhingig von der
Enzymklasse. Cathepsin X als humane lysosomale Carboxypeptidase vom Cystein-Typ wird
hauptséchlich in Monozyten und Makrophagen produziert und wird vermutlich durch einen
regulierten Impuls von aktivierten Immunzellen in die Zirkulation entlassen. Damit spielen sie
nicht nur bei reguldren, physiologischen Prozessen eine Rolle, sondern vermutlich auch bei
pathologischen Krankheitszustinden [Négler et al., 2004]. Die ausgeschiitteten Enzyme sind
oftmals Teil einer proteolytischen Aktivierungskaskade und damit vermutlich an der
Degradierung der extrazelluliren Matrix beteiligt. Dies mag einer der Griinde sein, weshalb
Cysteinproteasen derzeit als Angriffspunkt neuer medikamentdser Therapien fiir verschiedene
Erkrankungen wie Osteoporose, rheumatoide Arthritis, Autoimmunerkrankungen und

verschiedene maligne Erkrankungen gesehen werden [Négler et al., 2006].
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C Zielsetzung und Fragestellung

Neben lokal wirksamen humoralen Mechanismen werden im Rahmen einer posttraumatischen
Immunreaktion Mediatoren freigesetzt, die eine systemische Wirkung entfalten. So geht das
posttraumatische SIRS mit einer erhohten Produktion und Ausschiittung sowohl von pro- als
auch antiinflammatorischen Faktoren (z.B. Zytokine, Proteasen, Inhibitoren) einher [Ertel et al.,
1998). Diverse Arbeiten konnten belegen, dass die Konzentrationen sowohl von pro- als auch
anti-inflammatorisch wirksamen Zytokinen in der systemischen Zirkulation von traumatisierten
Patienten gleichsinnig verdndert sind. Von den bislang mehr als 30 beschriebenen Zytokinen
zdhlen vor allem TNFa, I1-6 und I1-8 zu den primédr pro-inflammatorisch wirksamen Faktoren,
wihrend den vorrangig antiinflammatorisch reagierenden Vertretern hauptséchlich 11-10, TGF-f
und Il-1ra zugeordnet werden [Gebhard et al., 2000; Faist et al., 1998; Nast-Kolb et al., 1997].
Gemeinsam ist all diesen Mediatoren, dass sie in der initialen posttraumatischen Phase einen von
der Traumaschwere abhdngigen Konzentrationsanstieg in der systemischen Zirkulation von
Patienten aufweisen, der dann innerhalb einiger Tage kontinuierlich fallt. Eine Verschlechterung
der klinischen Situation ist meist mit ihrem Wiederanstieg verbunden. Obwohl bislang nicht
endgiiltig geklart ist, aus welchen Zellen die oben genannten Mediatoren primér sezerniert
werden, ist jedoch unbestritten, dass deren Konzentrationsanstieg eine Verdnderung des

zelluldren Immunsystems bewirken.

Eine zentrale Rolle in der initialen posttraumatischen Phase kommt vor allem der Aktivierung
des unspezifischen zelluldren Immunsystems (PMN-Granulozyten, Monozyten/Makrophagen)
als Vermittler und Verstdrker der immunologischen Antwort zu. [Faist et al., 1996]. Zahlreiche
experimentelle  Arbeiten bestirken die Hypothese, dass vor allem monozytire
Funktionsalterationen das Ausmal} posttraumatischer Inflammation und deren Konsequenzen
substantiell beeinflussen [Kampalath et al., 2003]. Eine signifikante Anderung der
Monozytenmorphologie ist bei schwer traumatisierten Patienten mit der posttraumatischen
Funktionsstorung des Immunsystems assoziiert. Diese herausragende Bedeutung von Monozyten
fiir die initiale Steuerung posttraumatischer Immunfunktionsstérungen wurde anhand zahlreicher
weiterer Arbeiten bestitigt [Carrillo et al., 2001]. Dariiber hinaus konnte jedoch auch
nachgewiesen werden, dass die unspezifische Entziindungsreaktion auch die mit einer gewissen
Latenz auftretende Modifikation des spezifischen Immunsystems (Thl/Th2-Lymphozyten)
vermittelt [Lederer et al., 1999].
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Bei polytraumatisierten Patienten wird das gastrointestinale Versorgungsgebiet hdufig von
passagerer Ischdmie (bedingt durch direktes Trauma, z.B. bei ZerreiBung mesenterialer Arterien)
oder indirekt als Folge der Zentralisation im hdmorrhagischem Schock betroffen [Deitch et al.,
1996]. Dadurch kommt es nach Reperfusion zu den oben erwéhnten lokalen SIRS Phidnomenen
mit Einschwemmung von pro- und antiinflammatorischen Mediatoren und Translokation
pathogener Keime aus dem Pool der Darmbakterien. Allerdings findet sich das posttraumatische
SIRS auch bei Patienten ohne gastrointestinale Perfusionsstorung, das dann am
wahrscheinlichsten durch SIRS-Phidnomene in der Peripherie induziert wurde und zu
systemischen Reaktionen fiihrt. Wie oben ausgefiihrt, ist die Verbindung zum spezifischen

Immunsystem in diesem Zusammenhang bislang nur unzureichend charakterisiert.

Unklar sind bislang auch die verantwortlichen intrazelluldren Initialmechanismen, welche die
Steuerung der posttraumatischen Abwehrfunktion von Monozyten/Makrophagen und
Granulozyten induzieren. Neuere Verdffentlichungen weisen darauf hin, dass die Bildung von
immunmodulatorisch wirksamen Effektor-Proteinen (Zytokine/Chemokine, Zell-
Oberflichenmolekiile, = Proteasen, Inhibitoren etc.) {iber spezielle intrazelluldre
Signaltransduktionskaskaden gesteuert wird. Dies zeigt sich vornehmlich in einer verédnderten
Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren [z.B. NF-kB, AP-1, AP-2 etc.], wodurch das mRNA-
Expressionsprofil zahlreicher Gene nachhaltig beeinflusst wird [Matsukawa et al., 2001; Hauser
et al., 1995]. Entsprechend dem molekularbiologischen Dogma kann die Information iiber die
Antwort der Zelle auf einen Reiz von auflen nach intrazelluldrer Signaltransduktion weitgehend
nur iiber die mRNA vom Zellkern und damit dem zentralen Datenspeicher, zu den peripheren

Effektor-Organellen, den Ribosomen und dem Golgi-Apparat, transferiert werden.

Die einer gesteigerten transkriptionalen Aktivitit folgende Anderung des intrazelluliren mRNA-
Expressionsmusters ist bei polytraumatisierten Patienten analysiert worden [Bogner et al., 2007],
bei Patienten nach groBen abdominellen Eingriffen jedoch weitesgehend unbekannt.. Ein Ziel
dieser Pilotstudie war es, die inflammatorische Reaktion von polytraumatisierten Patienten mit
der von Patienten unmittelbar nach der Resektion eines kolorektalen Karzinoms zu vergleichen.
Vorteil dieser Pilotstudie war die Moglichkeit einer initialen Blutabnahme prioperativ, d.h. vor
dem iatrogen gesetzten Trauma. Dadurch bestand die Chance, die postoperativ erhobenen

Messwerte mit einem Ausgangswert zu vergleichen.
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Um dies evaluieren zu konnen, war das Ziel, die mRNA-Expression der pro- und
antiinflammatorischen Zytokine mit Hilfe der Real-Time-quantitative-PCR (RTq-PCR) zu
quantifizieren. Die RT-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem
Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht und zusdtzlich die
Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdoglicht. Ziel dieser Pilotstudie war die Messung der
initialen, intrazelluliren mRNA-Expression von Schliisselzellen (Monozyten, Granulozyten) des
unspezifischen Immunsystems, die vermutlich fiir die Entwicklung eines MOV nach lokal

fortgeschrittener Tumorkrankheit verantwortlich sind.

Als pro-inflammatorische Zytokine wurden TNFa und IL-8 gewihlt, als anti-inflammatorisches
IL-10. Da Cathepsin X als humane lysosomale Carboxypeptidase vom Cystein-Typ ebenfalls
hauptséchlich in Monozyten und Makrophagen produziert und vermutlich durch einen
regulierten Impuls von aktivierten Immunzellen in die Zirkulation entlassen wird, spielen sie
nicht nur bei reguldren, physiologischen Prozessen eine Rolle, sondern vermutlich auch bei
pathologischen Krankheitszustinden. Interessant war es daher zu sehen, wie sich das mRNA
Expressionsprofil von Cathepsin X bei traumatisierten Patienten verhdlt. Als MalB3 fiir die
Aktivitdt der Granulozyten im Entziindungsgeschehen sollte die mRNA-Expression von PMN-
Elastase gemessen werden. Dariiber hinaus sollte das sogenannte PAXgene-Abnahmesystem (Fa.
Qiagen, Hilden, Deutschland) auf seine Tauglichkeit fiir den klinischen Alltag und
Verlasslichkeit der Ergebnisse im Vergleich zur Zellseparation getestet werden. Beim PAXgene-
System handelt es sich um ein Abnahmesystem, welches sich im klinischen Alltag zur mRNA-
Messung prinzipiell besser eignen wiirde, da es eine Abnahme ohne unmittelbare Seperation der
immunkompetenten Zellen ermoglicht und damit den Vorteil der zeitliche Unabhéingigkeit
bieten wiirde. Um zu erdrtern, wie viel der transkribierten mRNA tatséchlich in systemisch

zirkulierende Proteine translatiert werden, erfolgte eine Messung dieser Zytokine mittels ELISA.
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D Studiendesign

D 1 Ein- und Ausschlusskriterien

In einer prospektiven Pilotstudie wurden zwischen Oktober 2002 und Februar 2004 insgesamt 11
Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen kolorektalen Adenokarzinom perioperativ hinsicht-
lich ihrer intra- und extrazelluldren Aktivierungsfaktoren untersucht. Alle in diese Pilotstudie
aufgenommenen Patienten unterzogen sich einer geplanten Tumorresektion entweder am Kolon
oder Rektum. Hierbei handelte es sich bei allen Patienten um den jeweils ersten operativen
Eingriff in Bezug auf ihre Tumorerkrankung und nicht um einen Rezidiveingriff. Vorraussetzung
zur Aufnahme in diese Pilotstudie war eine anhand klinischer, endoskopischer, radiologischer
und histologischer Kriterien gesicherte Diagnose eines kolorektalen Adenokarzinoms. Als
Ausschlusskriterien galten chronische Infektionskrankheiten wie Colitis ulcerosa, Hepatitis oder

andere Immunschwéchen.

Eine langfristige Immunsuppression oder weitere immunmodulierende Therapien fiihrten
ebenfalls zum Ausschluss aus der Pilotstudie. Als Probenmaterial diente arteriell bzw. vends

entnommenes Vollblut, EDTA- und Heparinplasma sowie Serum.

D 2 Studienpopulation

Alle untersuchten Patienten der Studienpopulation (n = 11) nahmen freiwillig an der Pilotstudie
teil, wurden vollstindig tiber Inhalt und Ziele der Untersuchungen aufgekliart und gaben ihre
schriftliche Einwilligung zur Aufnahme in die Studie. Die Patienten befanden sich alle in statio-
ndrer Behandlung in der Chirurgischen Klinik und Poliklinik des Klinikums der Ludwig-
Maximilian-Universitdt Miinchen, Innenstadt. Alle Studienpatienten waren kaukasischer
Herkunft. Die Basisdaten der Studienpopulation sowie die klinischen Parameter sind in Tabelle
D-1 aufgelistet. Patient TP02 verstarb nach der 12h-Abnahme, so dass die Ergebnisse seiner

Messungen nicht in die Auswertung der Gesamtergebnisse mit eingeflossen sind.

D 3 Messzeitpunkte

Blutentnahmen zur Gewinnung von EDTA- und Herparinplasma sowie Serum fiir die
verschiedenen Laboruntersuchungen erfolgten nach einem definierten Zeitraster. Die insgesamt

6 Messzeitpunkte je Patient wurden zu folgenden Zeitpunkten gewonnen:
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Die erste Blutentnahme wurde unmittelbar vor Operationsbeginn durchgefiihrt, nachdem den

analgesierten, sedierten und intubierten Patienten ein arterieller Zugang in die A. radialis gelegt

worden war. Auf diese initiale Abnahme, die im Folgenden als Oh-Abnahme bezeichnet wird,

folgten fiinf weitere Blutentnahmen im Abstand von 6h, 12h, 24h, 48h und 72h postoperativ aus

der A. radialis oder dem zentralen Venenkatheter (ZVK) bzw. anderen vendsen Zugéngen.

Tabelle D-1: Studienpopulation und klinische Parameter

Patientenzahl

n=11

Zahl der verstorbenen Patienten

1 ( TPO2 nach der 12h-Abnahme)

Geschlecht 6 Minner / 5 Frauen
Altersverteilung [Jahre] 51-92

Tage stationdr [MW/SD] 20,4/ +9,1
OP-Dauer (in Std.) [MW/SD] 3,1/+1,0

Kolon- / Rektumkarzinom 4/17

MaiBig / schlecht differenziertes 714

Adenokarzinom o. n. A.

Antibiotikatherapie Rocephin & Metronidazol
Plasmaexpander HAES 6% bzw. 10%
) Fentanyl, = Sufentanyl, = Dipidolor,
Analgesie ) .
Metamizol, Fentanyl, Naropin
Sedierung Propofol, Sevofluran
Katecholamine Noradrenalin, Arterenol

sonstige Medikamente

Uradipil, Clonidin, Dopamin, Tracrium

In Bezug auf die Medikation gab es bei den Studienpatienten keine relevanten Unterschiede.
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E Material und Methoden

E 1 Kits und Chemikalien

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden folgende Chemikalien und Materialien (Tabellen E-1,
E-2, E-7, E-8 und E-9) sowie zusitzlich kommerzielle Komplettsysteme (Tabellen E-3, E-4, E-5

und E-6) verwendet.

Tabelle E-1: Materialien zur Blutentnahme

Material Firma

Citratplasma Monovette Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
EDTA Monovette Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
Serum Monovette Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
Vacutainer Multiadapter Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
PAXgene Vacutainer Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle E-2: Chemikalien und Losungsmittel zur Zellisolation

Chemikalie Firma
EDTA : Titriplex III” Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
PBS- (phosphate buffered saline-) Puffer Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
Erythrozyten-Lyse-Puffer (pH 7,2): MERCK, Darmstadt, Deutschland

155mM NH4Cl

ImM EDTA

10mM KHCOs3
CD-14 Magnetic Beads Milenia Biotec, Bad Nauheim, Deutschland
CD-15 Magnetic Beads
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Tabelle E-3: Komplettsystem zur RNA-Isolierung aus Granulozyten und

Monozyten und PAXgene

System Inhalt Firma

RNeasy”™ Mini /Midi Kit RNeasy (mini) spin column | Qiagen, Hilden, Deutschland
RLT Puffer
RWI1 Puffer
RPE Puffer

PAXgene® Blood RNA Kit RNase freies Wasser Qiagen, Hilden, Deutschland /

BR1 Resuspensionspuffer
BR2 Bindungspuffer
BR3 Waschpuffer

BR4 Waschpuffer

BRS5 Elutionspuffer

PreAnalytiX™- Schweiz

Tabelle E-4: Komplettsystem zur PCR-Vorbereitung und Primer fiir RT-PCR

System Inhalt Firma
LightCycler FastStart DNA FastStart Taqg DNA Roche, Mannheim, Deutschland
Master SYBR- Green I Polymerase Search LC, Heidelberg,

Primer fiir Light Cycler

GAPDH, IL-10, IL-8,
TNFa, PMN-Elastase
Cathepsin X

Tabelle E-5: Komplettsystem zur cDNA-Synthese

System

Deutschland

| Firma

Ist Strand cDNA Sythesis Kit for RT-PCR

‘ Roche, Mannheim, Deutschland

Tabelle E-6: Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von IL-8, IL-10, TNFa,
PMN-Elastase und Cathepsin X

System

Bestimmung von

Firma

Enzymimmunoassay

IL-8, IL-10, TNFa,

Milenia Biotec, Bad Nauheim,

PMN-Elastase, Cathepsin X | Deutschland
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Tabelle E-7: Sonstige Labormaterialien

Material Firma
Eppendorf UVette® Eppendorf, Hamburg, Deutschland
LC Centrifuge Adapters Roche, Mannheim, Deutschland

Leucosep tubes®
LightCycler Capillaries
LightCycler Sample Carousel

Tabelle E-8: sonstige Chemikalien

MERCK, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Material Firma

70% Ethanol Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
100% Ethanol Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) Apotheke Klinikum Innenstadt, LMU
100bp DNA Ladder Invitrogen, USA

250bp DNA Ladder Invitrogen, USA

RNAse freies Wasser Qiagen, Hilden, Deutschland
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E 2 Gerate

Tabelle E-9: Gerite

Gerit Hersteller

Abzug Kéttermann, Uetze/Hdnigsen, Deutschland
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kiihlschrank 4°C Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Gefriertruhe (—20°C) Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Tietkiihltruhe (-80°C) Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
LightCycler Instrument Roche, Mannheim, Deutschland

MiniMACS Magnet Milteny Biotech, Bad Nauheim, Deutschland
MiniMACS Seperator Milteny Biotech, Bad Nauheim, Deutschland
Peltier Thermal Cycler PTC-200 Biozyme, Blaenavon, Grof3britannien

Pipetten (10, 60, 200, 1000pul) Gilson, Middleton, USA

Tischzentrifuge Axon/Molecular Devices, Ismaning, Deutschland
Vortex-Schiittler CAT, Steinfurt, Deutschland

Zentrifuge mit Kiihlung Jouan, Fernwald, Deutschland

Zentrifuge und Eindampfer Jouan, Fernwald, Deutschland

Neubauer Ziahlkammer Labor Optik GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland

E 3 Methoden

E 3.1 Blutentnahmen

Fiir die geplanten Untersuchungen in seriell gewonnenen Blutproben wurden je Patient 6 Mess-
zeitpunkte festgelegt: Oh (unmittelbar praoperativ), 6h, 12h, 24h, 48h und 72h (siche D3). Bei
jeder Abnahme wurden 4 x 10ml Blut im Ethylendiamintetraessigsdure- (EDTA-) Vacutainer fiir
die Zellseparation entnommen. Zusédtzlich wurden pro Blutentnahme 1 x 2,5ml Citratplasma zur
Bestimmung der Gerinnungsfaktoren und 1 x 2,5ml EDTA-Blut zur Erstellung des
Differentialblutbildes abgenommen. Zudem wurden 1 x 2,5ml Serum fiir die ELISA-Messungen
und 2 x 2,5ml Blut im PAXgene Vacutainer entnommen, in denen die mRNA nach
Herstellerangaben unmittelbar nach der Abnahme stabilisiert wurde (24h Lagerung bei

Raumtemperatur). Letztere wurde im Laufe von fiinf Tagen aufbereitet.
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E 3.2 Differentialblutbild

Parallel zu den festgelegten Blutabnahmezeitpunkten (s. E 3.1) wurde im Zentrallabor der
Chirurgischen Klinik und Poliklinik des Klinikums der Universitit Miinchen Innenstadt jeweils

ein Differentialblutbild am Automaten angefertigt.

E 3.3 Separation von mononuklearen Zellen

Die Separation und Isolierung der mononukledren Zellen erfolgte unmittelbar nach jeder
Blutentnahme, um keine Variabilitdit der Messergebisse aufgrund der unterschiedlichen
Halbwertszeiten der mRNA und Proteine zu erzeugen. Im Rahmen der Zellisolierung wurde 1
Volumenteil Vollblut mit 4 Volumenteilen Erythrozyten-Lyse-Puffer (155mM NH4Cl; 10mM
KHCOs3; ImM EDTA; pH 7,2) verdiinnt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Abzentrifugieren der Leukozyten (10min, 450g, 20°C) und Verwerfung des Uberstands wurde
das Leukozytenpellet in zwei weiteren Waschschritten mit je einem Volumenteil Erythrozyten-
Lyse-Puffer resuspendiert, erneut zentrifugiert (10min, 450g, 20°C) und anschlieBend der
Uberstand wiederum verworfen. Die Pellets wurden mit 2ml PBS (2,7mM KCI; 137mM NaCl;
10mM KH,PO4; 2mM EDTA; pH 7,4) resuspendiert, die Leu-kozytenzahl der Suspension mit
Hilfe einer Neubauer Zihlkammer ermittelt und ein Suspensionsvolumen von ca. 1 x 10® Zellen

hergestellt.

E 3.4 Isolierung von Monozyten und Granulozyten

Das Suspensionsvolumen von 1 x 10° Zellen wurde mit 200ul CD14 Micro-Beads (I6sliche
super-paramagnetische Micro-Beads konjugiert mit monoklonalen Maus Anti-Human-CD14-
Antikorpern, Isotyp: Maus IgG2a) 15min bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Suspension in
einem Waschschritt mit 10-20 Volumenteilen PBS/EDTA verdiinnt, zentrifugiert (10min, 450g,
20°C) und der Uberstand verworfen. Nach der Resuspension des Pellets mit 500ul PBS/EDTA
wurde die Suspension auf eine befeuchtete, in einem MiniMACS-Magneten hingende MS+
Separationssdule iibertragen, die Sdule in drei Schritten mit jeweils 500ul PBS gewaschen und
der Durchlauf fiir die Granulozytenisolierung (sieche unten) gesammelt. Bei Passage der Siule
wurden nur die mit CD14-Micro-Beads markierten Monozyten im magnetischen Feld fixiert und
somit positiv separiert. Nach Entfernung der Sédule aus dem Magneten wurde diese erneut mit

Iml PBS/EDTA beladen, die Monozyten mit Hilfe eines Stempels (Plunger) ausgespiilt, das
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Eluat zentrifugiert (10min, 450g, 20°C) und der Uberstand verworfen. Das Monozytenpellet
wurde in 2ml RLT-Puffer mit 0,1 (v/v) B-Mercaptoethanol lysiert und bei —80°C gelagert.

Parallel erfolgte die Separation der Granulozyten aus dem gesammelten Durchlauf der
Monozytenisolierung. Dieser wurde erneut mit 200ul CD15 Micro-Beads (16sliche super-para-
magnetische Micro-Beads konjugiert mit monoklonalen Maus Anti-Human-CD15- Antikérpern,
Isotyp: Maus IgM) 15min bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschschritt mit 10-20 Volumenteilen
PBS/EDTA wurde die Suspension wiederum auf eine befeuchtete, in einem Midi-MACS-Mag-
neten hdngende LS+ Separationssdule iibertragen, die Séule in drei Schritten mit jeweils 3ml
PBS/EDTA gewaschen und die Granulozyten im magnetischen Feld fixiert und somit positiv
separiert. AnschlieBend wurden sie mit Sml PBS/EDTA eluiert, zentrifugiert (10min, 450g,
20°C), der Uberstand verworfen und das Granulozytenpellet auf gleiche Weise wie das Mono-

zytenpellet fiir die Lagerung bei —80°C lysiert.

Monozyten Granulozyten

Abbildung E-1: Schematische Darstellung der Isolierung von Monozyten und Granulozyten

mit Hilfe von Micro-Beads
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E 3.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus PAXgene Tubes

Die PAXgene Tubes wurden synchron mit den Abnahmen fiir die Zellseparation mit Patienten-
blut gefiillt. Die Tubes wurden zunéchst fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur (18°C-28°C) inku-
biert, um die Lyse aller Blutzellen sicherzustellen. AnschlieBend wurden die Tubes bei 8°C gela-

gert und innerhalb von 5 Tagen fiir die RNA-Isolation aufbereitet.

Zuerst erfolgte die Zentrifugation (10min, 5000g, 20°C), anschlieBend wurde der den Uberstand
zu verworfen. Nach Hinzufiigen von 4ml RNAase-freiem Wasser, Vortexen und Aufldsen des
Pellets sowie Verschluss der Tubes mit einem neuen Hemogard Deckel wurde erneut zentrifu-
giert (10min, 5000g, 20°C). Der Uberstand wurde wiederum verworfen und das Pellet mit 350ul
Puffer BR1 resuspendiert und in ein 1,5ml Eppendorf-Gefd3 pipettiert. Nach Hinzufiigen von
300ul Bindungs-Puffer BR2 und 40pl Proteinase K wurde die Resuspension fiir 5 Sekunden
gevortext und anschliefend fiir 10 Minuten bei 55°C im Schiittel-Inkubator bei 400-1400rpm
inkubiert. Nach Hinzufiigen von 350ul Ethanol (96-100% Reinheit) wurde der Ansatz erneut
gevortext und kurz zentrifugiert (1-2 Sek. bei 500-1000g). Die Probe wurde nun in zwei Schrit-
ten auf die PAXgene RNA-Saule tibertragen, die sich in einem 2ml Eppendorf-Gefdl3 befand und
zentrifugiert (1min, 8000g).

Als ndchstes wurden 350ul des Waschpuffers BR3 auf die PAXgene RNA-Saule aufgetragen,
zentrifugiert (Imin, 8000g) und die Sdule in ein neues 1,5ml Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt. Das
alte Auffanggefdl wurde verworfen. Nach der Wiederholung dieses Schrittes wurden 500ul
Waschpuffer 2 (BR4) auf die PAXgene RNA-Sdule pipettiert und in einem neuen Eppendorf-
GefaB zentrifugiert (1min, 8000g). Nachdem auch dieser Schritt wiederholt wurde, zentrifugierte
man die Siule einmal trocken (1min, 8000g) und iibertrug sie anschlieBend in ein neues 1,5ml
Eppendorf-Gefdl3. Im letzten Schritt wurde in zwei Schritten jeweils 40ul Elutionspuffer (BRS)
auf die Sdule pipettiert und diese im Anschluss zentrifugiert (1min, 8000g), um die RNA zu
eluieren. AbschlieBend wurde das Eluat fiir 5 Minuten bei 65°C im Wasserbad inkubiert und
danach sofort auf Eis gelegt bzw. bei -80°C gelagert.
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E 3.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus Monozyten und Granulozyten

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Kits (RNeasy” Midi Kit,
Qiagen). Die Monozyten- bzw. Granulozyten-Lysate (siche E 3.4) wurden bei 20°C im Wasser-
bad aufgetaut. Nach Zugabe von 2ml RLT-Puffer erfolgte die Homogenisierung der Suspension
mit Hilfe einer sterilen 10ml-Plastikspritze und einer sterilen 21g Kaniile. Durch die Zugabe von
4ml 70%igem Ethanol, verdiinnt mit 0,1% Diethylpyrocarbonat- (DEPC-) Wasser, konnte die
positiv geladene RNA an die negativ geladene Silica-Gel-Matrix der RNA-Isolierungssdule bin-
den. Nachdem die Séule mit dem Homogenat beladen worden war, erfolgte die Zentrifugation
(5min, 5000g, 20°C). Im Anschluss wurde der Durchlauf verworfen, die Sdule mit 4 ml RW 1
Waschpuffer beladen und erneut zentrifugiert (5 min, 5000g, 20°C). Nach zweimaligem
Waschen mit je 2,5ml RPE-Puffer und Trockenzentrifugation (5min, 5000g, 20°C) wurde die
total RNA zwei Mal mit je 200ul RNase freiem Wasser eluiert. Nach der Bestimmung des Eluat-
volumens wurde die Gesamt RNA Konzentration photometrisch bei einer Wellenldnge von
260nm bestimmt sowie die Reinheit der RNA-Priparation anhand des Verhiltnisses Eaq0/Easo

iiberpriift.

E 3.7 cDNA-Synthese / Reverse Transkription

Das Suspensionsvolumen, in dem 100ng Gesamt-RNA geldst waren, wurde mit Hilfe der
Photometerdaten ermittelt und einheitlich auf ein Volumen von 8,2ul in einer Zentrifuge mit
Vakuumpumpe bei 46°C eingedampft. Die darauf folgende 15-miniitige Denaturierung bei 65°C
diente dazu, die intramolekularen RNA-Strukturen (stem-loops) durch die irreversible Denaturie-
rung der RNA-stabilisierenden Proteine, RNasen und anderer Storfaktoren fiir die reverse
Transkription vorzubereiten. Die reverse Transkription erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen
Kits (1st Strand cDNA Sythesis Kit for RT-PCR, s. Tabelle E-5). Um den Einzelstrangcharakter
der RNA zu sichern, wurde die Suspension unmittelbar nach der Denaturierung fiir ca. 5
Minuten auf Eis gekiihlt. Danach wurde zu der auf 8,2ul eingedampften Gesamt-RNA-Suspen-

sion folgender Reaktionsmix zugegeben:

2ul 10 x Reaction Buffer 2ul Oligo-p(dT);s Primer (0,82ug/ul)
4ul 25mM Magnesiumchlorid 1ul RNase-Inhibitor

2ul 10mM Deoxynucleotid Mix 0,8ul reverse Transkriptase
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Die reverse Transkription erfolgte im Peltier Thermal Cycler (Biozyme) nach folgendem Proto-
koll: Die zehnminiitige Annealing-Phase (25°C) diente dazu, den Oligo-p(dT),s Primer spezi-
fisch an den poly-A-tail der humanen messanger RNA (mRNA) binden lassen zu kénnen. Die
Transkription erfolgte 60 Minuten lang bei 42°C durch die AMV reverse Transkriptase. Um
Artefakte bei folgenden Schritten zu vermeiden, wurde die AMV reverse Transkriptase 5
Minuten bei 99°C denaturiert. Nach einer Abkiihlung auf 4°C konnten die Proben bei —20°C

gelagert werden.

E 3.8 Auswahl des house-keeping-genes

Zur Normierung der mRNA-Expression der Zytokine TNFa, IL-10 und IL-8 sowie von
Cathepsin X und PMN-Elastase war ein geeignetes house-keeping-gene notig. Vorraussetzung
fiir die Auswabhl eines solchen Gens ist die von duBleren Einfliissen weitgehend unbeeinflusste
Expression [Said et al., 2007]. So kann es fiir die Normierung der cDNA-Synthese des genes of
interest dienen. Aufgrund ihrer weitgehend gleichbleibenden Expression eignen sich dazu insbe-
sondere Gene des Stoffwechsels und des Zytoskeletts [Juusola & Ballantyne, 2007]. In der vor-
liegenden Pilotstudie wurde die Expression des house-keeping-genes GAPDH bei Monozyten

und Granulozyten sowie im Paxgene-System bestimmt und miteinander verglichen.

E 3.9 RT-PCR/ LightCycler

Die Real-Time-quantitative-PCR (RTq-PCR) ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir
Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
beruht und zusétzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA erméglicht. Die Quantifizierung
wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wihrend eines PCR-Zyklus erfasst
werden. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende
eines Laufs, der aus mehreren Zyklen besteht, wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsignalen
die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Nur in der exponen-
tiellen Phase der PCR, die wenige Zyklen in einem Lauf dauert, ist die korrekte Quantifizierung
moglich, da wihrend dieser Phase die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen [Holzapfel &

Wickert, 2007].
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Folgende Gene der aus humaner mRNA synthetisierten cDNA wurden mittels PCR quantifiziert:

genes of interest: IL-10, IL-8, TNFa, Cathepsin X, PMN-Elastase

house-keeping-gene: GAPDH

Die mRNA-Quantifizierung eines Gens mittels RT-PCR erfolgte je Analysenlauf fiir maximal 25
Proben, 5 Standards, eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle in einem mit 32 Poitionen
besetzten LightCycler (LC) Sample Carousel. Die verschiedenen Ansdtze wurden in LC
Capillaries pipettiert, die in LC Centrifuge Adapters auf 4°C vorgekiihlt wurden. Nach
Zentrifugation (4min, 400g, 4°C) wurden die Kapillaren in einem LC Sample Carousel im

LightCycler Instrument (Abbildung E-2) platziert.

Abbildung E-2: LightCycler Instrument der Firma Roche, Mannheim, Deutschland

[www.roche.de]
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Standardkurve
Anhand einer Standardkurve (Abbildung F-2), die mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe aus flinf

bekannten mRNA-Standardkonzentrationen (unverdiinnt, 1:10-, 1:100-, 1:1000-, 1:10000-
verdiinnt) des jeweiligen Gens erstellt wurde, konnte die exakte Menge des mRNA-Aquivalents
bestimmt und in Kopien angegeben werden. Die spezifische Bindung von SYBR Green I an
Doppelstrang-DNA bewirkt eine starke Fluoreszenzerhohung, so dass die Menge der PCR-Pro-
dukte iiber die Fluoreszenz messbar ist. Die Reaktionen fiir die fiinf genannten Standardkonzen-
trationen wurden jeweils wie folgt angesetzt:

10ul Standardlosung

2ul genspezifischer Primer (Search-LC)

2ul SYBR Green I Mix (Roche)

oul steriles Wasser

Positivkontrolle

Die Positivkontrolle diente dazu, die Qualitit der gemessenen Reaktionsansétze sowie der
Durchfiihrung der PCR selber zu iiberpriifen. Reaktionsansatz:

10ul bekannte cDNA-Kopienzahl des untersuchten Gens

2ul genspezifischer Primer (LC-Search)

2ul SYBR Green I Mix (Roche)

oul steriles Wasser

Negativkontrolle

Zur Uberpriifung einer eventuellen Kontamination der Reaktionsansitze mit einem
unerwiinschten Gen wurde jeweils eine Negativkontrolle mit sterilem Wasser durchgefiihrt:

10ul Wasser

2ul genspezifischer Primer (LC-Search)

2ul SYBR Green I Mix (Roche)

o6ul Wasser
Proben

lul cDNA

2ul genspezifischer Primer (Search-LC)

2ul SYBR Green I Mix (Roche)

15ul steriles Wasser
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Die “Hot Start” Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) wurde im LightCycler
Instrument (Abbildung E-2) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Denaturierung (95°C, 10min): Aktivierung der FastStart Tag DNA Polymerase (Roche), die
eine modifizierte Form der thermostabilen rekombinanten Taq DNA Polymerase darstellt (hot
start).

- 45 Zyklen Amplifikation: je 10sec bei 95°C, 10sec bei 68°C und 16sec bei 72°C.

- Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der Spezifitit: Erhitzung auf 95°C, Abkiihlung auf
58°C und schlieBlich langsame (0,1°C/min) Erhitzung auf 95°C (Abbildung F-3).

E 3.10 Agarose-Gelelektrophorese

Zusitzlich zur Schmelzkurvenanalyse wurden die PCR-Produkte in einem 1,5%-igen
Agarosegel mit 6 ul 1%-iger Ethidiumbromidldsung auf ihre Spezifitdt sowie auf den Gehalt
genomischer DNA iiberpriift. Zur Charakterisierung der PCR—Produkte wurden 100 und 250bp
DNA Ladder (Invitrogen) verwendet.

E 3.11 Enzymimmunoassays

Die laborchemischen Bestimmungen der Parameter IL-8, IL-10, TNFa, PMN-Elastase und
Cathepsin X mittels Sandwich-ELISA wurden in der Abteilung fiir Klinische Chemie und
Klinische Biochemie in der Chirurgischen Klinik Innenstadt der Ludwig-Maximilian-Universitét

Miinchen unter der Leitung von Frau Prof. Dr. M. Jochum durchgefiihrt.

E 3.11.1 Interleukin 8

IL-8 wurde mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs der Firma milenia biotec (Milenia Interleukin-8,
MKLS 1) nach Herstellerangaben quantitativ bestimmt (Referenzbereich: 0-31pg/ml, Median:
3,8pg/ml, n=39).

E 3.11.2 Interleukin 10

IL-10 wurde ebenfalls mittels eines Sandwich-ELISAs der Firma milenia biotec (Milenia
Interleukin-10, MKL10 1) nach Herstellerangaben quantifiziert (Referenzbereich: 2-24pg/ml,
Median: 8,9pg/ml, n=39).
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E 3.11.3 Tumor-Nekrose-Faktor a

TNFo wurde in gleicher Weise mit einem Sandwich-ELISA der Firma milenia biotec (Milenia
Interleukin 8, MKTN 1) exakt nach Vorschrift des Herstellers quantitativ gemessen
(Referenzbereich: 0-39pg/ml, Median: 7,5pg/ml, n=88).

E 3.11.4 PMN-Elastase

Zur quantitativen Bestimmung der PMN-Elastase in den gewonnenen Proben kam ein "two-
site"-Sandwich-ELISA der Firma milenia biotec (Milenia PMN-Elastase, MKEL) zum Einsatz
(Referenzbereich: 19-78ng/ml, Median: 35ng/ml, n= 57). Die in der Probe enthaltene Elastase
liegt aufgrund des hohen o,PI-Gehaltes fast ausschlieBlich als Komplex mit o,PI vor. Dieser
Komplex wurde im ersten Inkubationsschritt mit dem PMN-Elastase-Teil an polyklonale, aviére,
an eine Festphase gekoppelte spezifische Antikorper gegen PMN-Elastase gebunden. Im zweiten
Inkubationsschritt banden mit Peroxidase markierte Kaninchen-Antikorper gegen a,PI an den
o PI-Anteil des Komplexes. AnschlieBend wurde im dritten Inkubationsschritt die Aktivitdt der
Peroxidase mit Hilfe des Substrats TMB (3,3", 5,5 -Tetramethylbenzidin) photometrisch bei 450
nm bestimmt. Die Menge des gebildeten Farbstoffes war dabei der Konzentration der PMN-
Elastase direkt proportional. Anhand einer entsprechenden Standardkurve konnten die exakten

PMN-Elastase-o,;PI-Konzentrationen ermittelt werden.

E 3.11.5 Cathepsin X

Die Messungen von Cathepsin X erfolgten mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs, der von Dr. D.
Négler in der in der Abteilung fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie in der Chirur-
gischen Klinik Innenstadt der Ludwig-Maximilian-Universitdt Miinchen entwickelt worden ist
[Nagler et al., 2006]. Mit Hilfe dieses Immunoassays war die intra- und extrazelluldre Detektion
und Quantifikation von Cathepsin X moglich. Die in das Testsystem eingesetzten polyklonalen
Antikorper erkennen beides, sowohl die Proform als auch die prozessierte, aktive Form von
Cathepsin X. Das Testprinzip beruht darauf, dass das Cathepsin X in der Citratplasmaprobe
zundchst an die Festphasen-gebundenen Kaninchen-IgG gegen humanes Procathepsin X bindet.
In einem zweiten Schritt erfolgt die Bindung von Cathepsin X an Procathepsin X-Antikorper aus
Schaf. Die Detektion erfolgte darauthin mit Meerrettichperoxidase-konjugierten Ziege/Schaf-
IgGs und anschlieBender Substratreaktion. Der Referenzbereich, gemessen in Citratplasma-

proben von 43 gesunden Probanden, betrdgt 31-165ng/ml, der Median liegt bei 70ng/ml.
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E 4 Auswertung

E 4.1 Klinische Auswertung

Zu den festgelegten Blutabnahmezeitpunkten wurden beim Patientenkollektiv auch die
moglichen Einflussfaktoren auf die mikrobiologischen Ergebnisse sowie das klinische Bild der
einzelnen Patienten erfasst. Das Differentialblutbild diente der Einstufung eines eventuellen
entziindlichen Geschehens im untersuchten Zeitintervall. Mit Hilfe des histopathologischen
Befundes lieen sich die Patienten in Bezug auf die Art und Ausbreitung des Karzinoms
einordnen. Die vor und wihrend der Operation verabreichten Sedativa, Analgetika, Infusionen
und Blutprodukte spielten als Einflussfaktoren flir die Evaluierung der Ergebnisse eine
zusitzliche Rolle. Die OP-Dauer, Schnittfithrung sowie die Notwendigkeit einer operativen

Revision wurde den jeweiligen OP-Protokollen entnommen.

E 4.2 Statistische Auswertung

Zur Datenerfassung wurde das Programm EXCEL Version 11.3.7 (Microsoft), zur statistischen
Auswertung das Programm SigmaStat 3.5 (SYSTAT) und zur graphischen Darstellung das
Programm SigmaPlot 8.0 (SYSTAT) verwendet.
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F Ergebnisse
F1 Operatives Vorgehen

Diagnose, Alter und Tumorgrading der einzelnen Patienten kdnnen der folgenden Tabelle F-1

entnommen werden

Tabelle F-1: Geschlecht, Alter, Diagnosen und Besonderheiten der Studienpatienten

Patienten- | Geschlecht . . Grading
Nr. [M/W] Alter | Diagnose Besonderheiten (G)
TPO1 M 74 |Kolon-Ca G2
TP02 M 68 |Rektum-Ca Nach 12h-Abnahme G3
verstorben
TPO3 W 82 | Rektum-Ca oberes 1/3 Cholezystitis G2
TPO4 w 66 Rektum-Ca mit G2
Lebermetastasen
Blutendes Rektum-Ca mit Revision auferund von
TPOS w 84 | Sphinkter und Nochbloto g G3
Vaginalinfiltration &
TPO06 Kolon-Ca proximales Colon [ Intraoperative Gabe von 3 G2
W 92
descendens EK
Adeno-Ca des Rektums, der Intraoperative Gabe von 4
TPO7 M 67 | Beckenwand und Os- p G2
. EK und 3 FFP
sacrum- Infiltration
TPOS M 51 Rektum-Ca, 10cm G2
ab ano
Nicht stenosierendes
TPO9 \\% 66 | Karzinom im distalen Colon G3
ascendens
TP10 Adeno-Ca Rektum zusétzlicher Skrotal- und
M 75 | stenosierend Hodenabzess links; G2
mittleres/unteres 1/3 Gabe von 1 EK
Adeno-Ca Colon ..
. Revision aufgrund
TP11 Transversum mit . G3
M 51 . von postoperativem
fortgeschrittener N
. Bauchdeckenhdmatom
Lebermetastasierung

Bei fiinf Patienten ( TPO1, TP02, TP03, TP04, TP09, TP11) wurde ein Operationsverfahren zur
Tumorresektion angewendet, bei vier Patienten (TP05, TP06, TP07, TPOS8) erfolgte eine
Kombination aus zwei Verfahren und bei zwei Studienteilnehmern (TP03, TP10) kamen drei

verschiedene Operationsverfahren zum Einsatz.
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Ausgenommen bleiben hier die jeweils den Eingriff begleitenden operativen Verfahren wie
Stomaanlagen (Deszendo- (TP05 und TP07) bzw. Ileo-stoma (TP02 und TPO03),
Lymphknotendissektionen (TP04, TP0O9 und TP11), Probeexcisionen der Leber (TP04 und
TP11), Portimplantationen (TP04, TPO7 und TP11) sowie abdominelle Omentumplastiken
(TP0O3, TPO6 und TP07).

F 2 Histopathologische Untersuchung der Resektate

Die intra- bzw. postoperative histopathologische Untersuchung der Resektate ergab nach der
TNM-Klassifikation [UICC, 2002] bei zwei Patienten eine Tumorausdehnung (T) gemil
Kategorie 2, bei sieben Patienten nach Kategorie 3 und bei weiteren zwei gemil Kategorie 4 In
Bezug auf den Lymphknotenbefall (N) konnte bei zwei Patienten ein Befall geméll Kategorie 1
und bei einem ein Befall nach Kategorie 2 gefunden werden. Bei den restlichen Patienten wurde
kein Lymphknotenbefall festgestellt. Bei drei von elf Patienten konnte eine Fernmetastasierung
(M) nachgewiesen werden. Beziiglich des Differenzierungsgrades der kolorektalen
Adenokarzinome wurden 7 Patienten in die Grading-Kategorie G2 und 4 Patienten in G3

eingeordnet.

F 3 Differentialblutbild

Synchron zu den festgelegten Blutentnahmen filir die Zellseparation wurde jeweils ein
Differentialblutbild der Patienten ausgewertet. Innerhalb der ersten sechs Stunden post operativ
ist eine - wenn auch innerhalb des Referenzbereichs - deutliche Zunahme der Gesamtleukozy-
tenzahl zu erkennen, die bis zum 48h-Wert auf einem konstant hohen Niveau (MW 9300/ul)
blieb. Ein Abfall der Gesamtleukozytenzahl auf MW 8200/ul konnte erst zum Abnahmezeit-
punkt 72h beobachtet werden (Abb. F-1).

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse des groBen Blutbildes zum Zeitpunkt der ersten Blutabnahme
(Oh) liefert Tabelle F-2. Hamoglobin war zum Zeitpunkt unmittelbar vor der Operation (Oh-
Abnahme) bei zehn Patienten und Hamatokrit bei sieben von insgesamt 11 Patienten erniedrigt.
Die Zahl der Lymphozyten zeigte sich erniedrigt und die der Neutrophilen grenzwertig erhdht.
Die Leukozytenzahl war lediglich bei zwei Patienten unterhalb des Referenzbereiches und
ansonsten unauffillig, so dass ein akut entziindliches Geschehen anhand des Blutbildes als

unwahrscheinlich angesehen werden konnte.
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Tabelle F-2: GroBes Blutbild zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme (Oh)

(ff erhoht; || erniedrigt)

Initiale Blutuntersuchung bei

Studienpatienten

Referenzbereiche It.

Oh-Abnahme [MW/SD] (n=10) Zentrallabor Klinikum
Uni Miinchen (m / w)

Hb 11,7 (})/ 1,7 g/dl 14-17,5/ 12-15,7 g/dl

Hk 33,1 (})/4,511 0,4-0,52 / 0,35-0,47 1/1

Erythrozyten 3,8(1)/0,5x 10%ul 3,9-5,4 /4,6-6,2 x 10°/ul

Thrombozyten 247,33 /96,44 x 10°/ul 150-400 x 10°/pl

Lymphozyten 16,32 (1) / 5,82 % 25-40 %

Leukozyten 6,12 /2,29 x 10°/ul 4,0-11,3 x 10°/pl

Neutrophile 73,17 (1) /7,57 % 50-70 %

Eosinophile 1,73 /1,04 % <4 %

Basophile 0,48 /0,61 % (<1 %)

Monozyten 8,14 /2,83 % (<15 %)

Der prozentuale Anteil der Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl stieg innerhalb der ersten
12h nach Trauma von 71% auf 89% kontinuierlich an und fiel dann vom 12h- bis zum 72h-Wert
wieder auf 79% ab. Die Anzahl der Monozyten nahm innerhalb der ersten sechs Stunden von 8%
auf 5% stark ab, um im Verlauf der folgenden 18h in ihrer prozentualen Beteiligung an der
Gesamtleukozytenzahl wieder fast bis auf den Ausgangswert zuzunehmen, auf dessen Niveau sie
sich bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes in etwa konstant hielten (Abbildung F-1). Eine

gesonderte Unterteilung der Granulozyten in Segmentkernige und Stabkernige erfolgte im

standardméBig durchgefiihrten Differentialblutbild am Automaten nicht.
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Differentialblutbild
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Abbildung F-1: Differentialblutbild. Auf der linken Ordinate ist die Gesamtzellzahl der
Leukozyten pro ul [MW = SD], auf der rechten Ordinate der prozentuelle
Anteil der Granulozyten und Monozyten an der Gesamtleukozytenzahl
[MW=SD] zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten auf der Abszisse
dargestellt.
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F 4 Messungen der Expressionsprofile

F 4.1 Vorbemerkungen

Die Validierung des Versuchsaufbaus fiir die Messung des mRNA-Expressionsniveaus aus
PAXgene Tubes erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Dr. J. Landes mit Hilfe von H. Laven und
C. Schiitz im Forschungslabor der Chirurgischen Klinik im Klinikum Innenstadt der LMU
Miinchen [Landes et al., 2007]. Dieses System verhindert die RNA-Degradation mit Hilfe von
unmittelbarer Zelllyse nach der Blutabnahme [Bieli et al., 2008]. An 4 gesunden Probanden (2
weibliche und 2 ménnliche Probanden im Alter von 23—-33 Jahren) wurde die bislang etablierte
Zellseperation von immunkompetenten Zellen mit der ,,Snapshot“-Analyse der gesamt RNA
mittels PAXgene RNA System verglichen. Dazu wurden bei jeder Blutabnahme (Oh, 6h, 12h,
24h und 72h) zwei identische EDTA Vacutainer mit Vollblut gefiillt. Eine Probe blieb als Nega-
tivkontrolle unversehrt, die andere wurde mit 10 mL einer 100 ng/mL Lipopolysaccharid- (LPS-)
Losung (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) stimuliert und fiir 4h bei 37,8°C inkubiert. Im
Anschluss wurden diese Proben in PAXgene Tubes tiberfiihrt. In der Kontrollgruppe wurden 2 x
2,5ml Vollblut in PAXgene RNA Tubes gefiillt und anschlieBend mindestens 2h bei Raum-
temperatur inkubiert, bevor sie entsprechend dem Protokoll des Herstellers mit dem PAXgene
blood RNA-Kit (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Schweiz) aufbereitet (siche E 3.5) [Haertel et al.,
2001] und anschlieBend mit Hilfe der RT-PCR quantifiziert wurden (siehe E 3.9). Die mRNA-
Expression von TNFa zeigte sich mit 257 = 53 Kopien/50ng mRNA in den nativen PAXgene
Tubes signifikant geringer (p<0,05) im Vergleich zu 3567 = 763 Kopien/50ng mRNA nach
Stimulation mit LPS (Abbildung F-2) [Schroeder et al., 1989; Landes et al., 2007].

5000

3 Abbildung F-2:

4000{ == TNFa .|- mRNA-Expression von TNFa in der

w00 Kontrollgruppe (4 gesunde Probanden)
nativ (N) und nach LPS-Stimulation
g [MW=SD] *p<0,05 im Mann-Whitney
U-Test versus Kontrollgruppe [Landes

etal., 2007]

10004

Kopienzahlen / 50ng mRNA
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Fir diese Pilotstudie wurden die PAXgene Tubes synchron mit den Abnahmen fiir die
Zellseparation mit Patientenblut gefiillt und zunéchst fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur (18°C-
28°C) inkubiert, um die Lyse aller Blutzellen sicherzustellen. AnschlieBend wurden die Tubes

bei 8°C gelagert und innerhalb von 5 Tagen fiir die RNA-Isolation aufbereitet.

F 4.2 Validitat und Spezifitat der PCR

Die PCR-Effizienz und Berechnung der mRNA—-Aquivalente lisst sich durch verschiedenste
Methoden bestimmen. Am héufigsten wird eine Standardkurve (Abbildung. F-3) aus
unterschiedlichen Verdiinnungsstufen erstellt, aus deren Steigung die Real-Time PCR (RT-PCR)
bestimmt werden kann. Die eingesetzte Menge an cDNA (mRNA) wird in einer logarithmischen

Funktion gegen die Zyklenzahl dem Crossing Point (CP) dargestellt. Die Effizienz berechnet
sich nach der Formel: E = 10[-1/Steigung].

* LightCycler Data Analysis (user3] - [Quantification: GAPDH TP001-002 M+G 23.9.03; F1. Ampli seg 3]
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Abbildung F-3: Beispiel fiir eine Standardkurve (GAPDH in Monozyten TP01/TP02)

In der Real-Time PCR wird heute nicht mehr primdr in DNA-Produktmengen oder

Konzentrationen gerechnet, sondern als MaB fiir die Quantifizierung der Startmenge werden die
CP-Werte herangezogen.
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Sie entsprechen der Anzahl der PCR-Zyklen, die nétig sind um ein konstant definiertes
Fluoreszenzniveau zu erreichen [Holzapfel et al., 2007]. Am CP befindet sich in allen
Reaktionsgefden die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. Im Falle einer 100%-Effizienz
der PCR verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA-Produktmenge und analog dazu das
Fluoreszenzsignal. Ein um eine Einheit geringerer CP entspricht der doppelten Menge an
eingesetzter cDNA -respektive mRNA-Startmenge. Es besteht eine lineare, umgekehrt
proportionale Bezichung zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge und dem CP
[Pfaffl et al., 2001]. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann eine Standardkurve durch Auftragen
des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den CP konstruiert werden [Livak et al., 2001]. Alle
Proben werden normiert, indem die errechnete Kopienzahl des Targetgens durch die Kopienzahl
der internen Referenz geteilt wird: Gen (normiert) = Kopienzahl Target / Kopienzahl Referenz.
Mit der AACp Methotik kann keine absolute, sondern nur eine relative Quantifizierung
durchgefiihrt werden. Bei den Amplikons der Firma Search LC wird ein Standard mit einer
genau definierten Kopienzahl mitgeliefert, daher besteht die Moglichkeit, die Transkripte
absolut quantifizieren. Aus diesem Grund ist hier eine relative Quantifizierung nicht indiziert.
Die unterschiedliche Expression zweier Proben relativ zueinander ldsst sich als Quotient

darstellen und ergibt eine n-fache Expression:

Gen (normalisiert) (Gruppe A) / Gen (normalisiert) (Gruppe B) = n-fache Expression Gruppe A
zu Gruppe B

Zur Uberpriifung der Spezifitit der gemessenen mRNA-Gene diente eine Schmelzkurve, die eine
Auftrennung aller Doppelstrang-Edukte zur gleichen Temperatur zeigte. Bei einer
Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur langsam
kontinuierlich erhoht wird (50°C — 95°C). Bei einer fiir das Fragment spezifischen
Schmelztemperatur denaturiert der Doppelstrang zu zwei einzelstrdngigen Molekiilen. Dabei
wird der Fluoreszenzfarbstoff (z. B. SYBR Green, Roche) freigesetzt, und es wird eine
Fluoreszenzabnahme registriert. Da die doppelstrdngige DNA von spezifischen PCR-Produkten
einen hoheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine
Unterscheidung mdglich. Die Hohe des Peaks der Schmelzkurve gibt anndhernd Auskunft iiber
die Menge des gebildeten Fragments. Im aufgefiihrten Fall lag die Schmelztemperatur bei
90,11°C (Abbildung F-4).
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Abbildung F-4: Beispiel fiir eine Schmelzkurve von GAPDH in Granulozyten (TPO1 und TP02)

Schmelztemperatur bei 90,11° C

F 4.3 Gelelektrophorese

Die RT-PCR-Produkte aller Patientenproben wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufge-
trennt, wodurch die Spezifitit der nachgewiesenen Gene bestétigt werden konnte. Abbildung F-4
zeigt die Gelelektrophorese der Cathepsin X-PCR-Produkte der Patienten TPO1, TP03, TP04 und
TPOS sowie die Standardverdiinnungsreihe von Cathepsin X. Dabei war bei allen Cathepsin X-
Produkten bei einem Molekulargewicht von etwa 270 bp eine deutliche Bande sichtbar. Durch das

Vorliegen von nur einer Hauptbande (270 bp) bei allen durchgefiihrten Elektrophorese-Léufen

konnte so die Spezifitdt des jeweils bestimmten Gens nachgewiesen werden (Abbildung F-5).

-60 -



20 19 1817 16 15 141312 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1

1 & 21 Ladder 100 bp
20 & 33 Ladder 250 bp

2-7 TPO1
8-13 TPO3
14-19  TPO4
22-25  TPOS

26 Positiv Kontrolle
27 Standard unverd.
28 Standard 1:10

29 Standard 1:100
30 Standard 1:1000
31 Standard 1:10000

S R R RS NI R SR TS TR TR TR T e eeeme. .

32 Wasser
33 32 3130 29 2827 26 2524 23 22 21
5000 bp —
- -2072 bp
- 600 bp
250 bp - O —————— - 250 bp
(250 bp DNA Ladder) - 100 bp
(100 bp DNA Ladder)

Abbildung F-5: Gelelektrophorese der Cathepsin X-PCR-Produkte
(Patienten TPO1, TP03, TP04 und TPOS)

F 4.4 Vergleich der Zellseparation mit dem PAXgene-Abnahmesystem

anhand der Expression von GAPDH und TNFa

Die Ergebnisse der Zellseparation von Monozyten und Granulozyten sowie des PAXgene-
Abnahmesystems sollen in den Abbildungen F-6 bis F-10 verdeutlicht werden. Die Expression

des house-keeping-genes GAPDH in Granulozyten zeigt Abbildung F-6.
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GAPDH-Kopienzahlen in Granulozyten
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Abbildung F-6: Expressionsprofil des house-keeping-genes GAPDH in Granulozyten.
cDNA Kopienzahlen [MW=SD]

Aufgrund der geringen Studienpopulation sind die Standardabweichungen in der Darstellung der
Mittelwerte sehr grofl, weshalb eine Auswertung auf jeden einzelnen Patienten bezogen sinn-
voller erscheint. Statistisch sind die Ergebnisse aufgrund der hohen Standardabweichung durch
das geringe Patientenkollektiv und die interindividuellen Schwankungen nicht signifikant, daher
konnen nur Tendenzen beschrieben werden. Der Kurvenverlauf der GAPDH cDNA-Expression
der Tumorpatienten TPO1, TPO3 und TP04 unterliegt tiber den Untersuchungszeitraum von 72
Stunden nur sehr geringen Schwankungen. Bei den Patienten TPO5 bis TP10 ist innerhalb der
ersten 6 Stunden eine deutliche Zunahme der Kopienzahlen zu erkennen, bei TP11 hingegen eine
Abnahme. Bei der 12h-Messung zeigt sich bei TP06, TP09, TP10 eine Abnahme der cDNA-
Kopienzahlen im Vergleich zum 6h-Wert. Die ¢cDNA-Kopienzahlen von TP0O7 und TPI11
nehmen bis zur 12h-Abnahme leicht, die von TP08 stark zu. Die grofite Zunahme erfahren
TPO7, TPO8 und TP0O9 zwischen 12 und 24 Stunden post operativ, was sich in der hochsten
Expression beim 24h-Messwert bemerkbar macht. Bei TP04, TP0OS, TP09 und TP10 zeigt sich
auch nach der 24h-Messung noch eine Zunahme der GAPDH cDNA-Kopienzahlen in den

Granulozyten, wobei beim Rest der Studienpopulation die Zahl abnimmt.
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72h nach der Operation zeigt sich bei allen Patienten eine Abnahme der Kopienzahl im
Vergleich zum 48h-Wert. Die hochste Expression zeigt TPO8 48h nach dem operativen Eingriff
(Abbildung F-6). Das Expressionsprofil von GAPDH in Monozyten zeigt Abbildung F-7.
Innerhalb der ersten 6h ist mit Ausnahme von TP0O7 bei allen Patienten eine Zunahme der
cDNA-Kopienzahlen zu erkennen, die bis zum 12h-Abnahmezeitpunkt bei allen
Studienteilnehmern bis auf TP03 und TP09 weiter zunimmt. Die hochsten Kopienzahlen zeigen
TPO7 und TP10 bei der 12h-Abnahme. Bis zur 24h-Blutabnahme zeigt sich bei TPO1, TP04,
TPOS, TPO7 und TPO9 eine weitere Zunahme der Kopienzahlen, bei den {ibrigen Patienten eine
Abnahme. Die grofiten Schwankungen zwischen Zu- und Abnahme der GAPDH cDNA-
Kopienzahlen sind zwischen der 24h- und der 48h-Abnahme zu erkennen. Bei TP08 zeigt sich
bei 48h eine deutliche Zunahme der Kopien, ansonsten bei den anderen Patienten bis auf TP06
und TP10 eine Abnahme. Bis zum Ende des Untersuchungsintervalls sind in der
Mittelwertskurve weniger Unterschiede erkennbar, die Kopienzahlen schwanken nur noch
geringfligig obwohl sich die individuellen Kopienzahlen teilweise deutlich unterscheiden
(Abbildung F-7).
GAPDH-Kopienzahlen in Monozyten
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Abbildung F-7: Expressionsprofil des house-keeping-genes GAPDH in Monozyten
cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]
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Synchron zu den vorhergehenden Abbildungen zeigt Abbildung F-8 das Expressionsprofil des
house-keeping-genes GAPDH im PAXgene-System. Auffillig sind hier die im Vergleich zur
Separation insgesamt viel geringeren Kopienzahlen. Aufler bei TP06 ist bei allen Patienten
innerhalb der ersten 6h eine deutliche Zunahme der GAPDH-Kopienzahlen zu erkennen. Die
starkste Expression von GAPDH-cDNA konnte bei TP09 am 6h-Messwert detektiert werden.
Aus der Darstellung der Mittelwerte ist zu erkennen, dass das Expressionsprofil zwischen dem
6h- und 48h-Messzeitpunkt auf einem anndhernd gleichen Niveau bleibt. Die grofiten
Ausnahmen bilden TP09, TP10 und TP11, die einen Peak in der GAPDH Expression bei 6h,
12h bzw. 24h zeigen. Bei TP10 ist nach dem hohen 24h-Wert eine stetige Abnahme der
Expression bis zum Ende des Untersuchungsintervalls bei 72h zu erkennen. Insgesamt ist das

Expressionsprofil von GAPDH in PAXgene am ehesten mit dem in Granulozyten zu

vergleichen.
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Abbildung F-8: Expressionsprofil des house-keeping-genes GAPDH im PAXgene-System.
cDNA Kopienzahlen [MW=SD]
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Ganz anders verhilt sich das Expressionsprofil von TNFa in Granulozyten (Abbildung F-9).
Neben extremen Schwankungen in den Kopienzahlen ist eine Abnahme der TNFa-Expression
bei allen Patienten zwischen dem Oh- und 6h-Abnahmezeitpunkt deutlich zu erkennen. Den
hochsten Ausgangswert stellt TPO7 dar. Zwischen der 6h-Abnahme und dem Ende des
Untersuchungsintervalls bei 72h ist eine kontinuierliche Zunahme der TNFa-Kopienzahlen bis
iiber die Hohe des jeweiligen Ausgangswertes bei TP03 und TP06 festzustellen. Bei TPO1, TPO7
und TPO8 zeigt sich beim 48h-Messzeitpunkt eine kurzfristige Abnahme der exprimierten
Kopienzahlen. Bei TP04 fallen die Kopienzahlen nach dem 24h-Messzeitpunkt, bei TP05 nach
der 48h-Abnahme stetig ab. TP11 zeigt im gesamten Verlauf aufgrund der extrem geringen

Kopienzahlen nur geringfiigige Verédnderungen.

TNFa-Kopienzahlen in Granulozyten
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Abbildung F-9: Expressionsprofil von TNFa in Granulozyten. TP09 und TP10 werden
aufgrund von deutlich héheren Kopienzahlen isoliert in Abbildung F-10
aufgefiihrt. cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass bei allen Patienten die TNFa-Expression bei der
6h-Abnahme auf einen Tiefstwert abfillt, weshalb bei diesem Messzeitpunkt auch die
Standardabweichung am geringsten ist. TP09 und TP10 wurden aufgrund von deutlich erhéhten
Kopienzahlen gegeniiber den anderen Patienten in Abbildung F-10 getrennt dargestellt. Da ihr
Expressionsprofil nur bei TNFa in Monozyten und Granulozyten deutlich von den Kopienzahlen
der anderen Patienten abweicht, ist nicht von einer Kontamination oder einer zu hohen Menge an
eingesetzter c¢-DNA auszugehen, sondern von einer individuellen Abweichung im
Expressionsprofil von TNFa (Abbildung F-10). Bei TP09 zeigt sich zudem zur 12h-Abnahme

ein deutlicher Peak in der Kopienzahl von TNFa.

TNFa-Kopienzahlen in Granulozyten
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Abbildung F-10: Expressionsprofil von TNFa in Granulozyten bei TP09 und TP10.
cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]

Ganz anders als in Granulozyten verhélt sie sich die TNFa-Expression in Monozyten
(Abbildung F-11), unabhédngig von den insgesamt wenig geringeren Kopienzahlen. In der Aus-

wertung aller Patienten ldsst sich nur eine geringe Schwankung mit einem Hochstwert fiir die
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gemittelte Kopienzahlen beim 24h-Abnahmezeitpunkt erkennen, der durch die erhdhte Expres-
sion von TPOS5 zu diesem Zeitpunkt bedingt ist. Durch den individuell stark abweichenden
Kurvenverlauf der einzelnen Patienten weist das Gesamtkollektiv eine hohe Standardabweichung
auf. TPO1 zeigt eine stetige Zunahme des Expressionsprofils vom Oh- bis zum 72h- Messzeit-
punkt, wohingegen TP11 wie auch schon in den Granulozyten (Abbildung F-9) iiber den
gesamten Messzeitraum nur duflerst geringe Kopienzahlen aufweist. Mit Ausnahme von TP03
und TPO8, die die hochsten Ausgangswerte bei der Oh-Abnahme aufweisen und dann bis zur 6h-
Abnahme in den Kopienzahlen stark abfallen, zeigen alle Patienten eine stete Zunahme der

Kopienzahlen in den ersten 12 Stunden des Untersuchungsintervalls (Abb. F-11).
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Abbildung F-11: Expressionsprofil von TNFa in Monozyten. TP09 und TP10 werden aufgrund
von deutlich hoheren Kopienzahlen isoliert in Abb. F-12 aufgefiihrt
cDNA Kopienzahlen [MW=SD]

Bei TP0O6 und TP07 kann ab dem 12h-Messzeitpunkt eine Abnahme des Expressionsprofils
detektiert werden, wobei der Rest der Patienten bis zur 24h-Abnahme weiterhin eine Zunahme
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aufweist. Nach einem Riickgang der Kopienzahlen zwischen der 24h- und 48h-Abnahme bei
TP04, TPO5, TP06 und TPO7, zeigt auch TPO8 ab der 48h-Abnahme einen Abfall des
Expressionsprofils. Nur bei TP03, TP06 und TP07 erhohte sich die Anzahl der Kopien zum
letzten Abnahmezeitpunkt erneut ein wenig. Durch die stdrkere Abnahme im Expressionsprofil

von TP04, TPO5 und TPOS zeigt sich jedoch insgesamt eine Abnahme der Gesamtkopienzahl.

Auch in den Monozyten variierte die Expression von TNFa bei TP09 und TP10 erheblich vom

Rest der untersuchten Patienten, weshalb sie in Abbildung F-12 dargestellt werden.
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Abbildung F-12: Expressionsprofil von TNFa in Monozyten bei TP09 und TP10
cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]

Die TNFa- Expression, die mit Hilfe der PAXgene-Tubes gemessen wurde, zeigt noch grofere
Schwankungen als die in Monozyten und Granulozyten. Zudem wurden im PAXgene-System
erheblich geringere Kopienzahlen detektiert (Abbildung F-13). Zu den Patientenproben TPO1,
TP03, TP04 und TPO6 ldsst sich keine Aussage iiber den Expressionsverlauf machen, da die

Kopienzahlen viel zu gering waren. Ebenso schwierig gestaltet sich eine Aussage iiber TPOS,
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auch wenn hier nur geringe Schwankungen mit Hohepunkten in der cDNA-Expression beim
24h-Wert zu erkennen sind. TP10 zeigt mit einer ebenfalls geringen Kopienzahl beim 6h- und
48h-Wert jeweils ein Expressionsmaximum. Im Gegensatz dazu ist bei TP07, TPO8 und TP09
eine deutliche Zunahme der TNFo- Expression bis zum 24h-, bei TP11 sogar bis zum 48h-
Abnahmezeitpunkt zu erkennen. Von der 48h-Abnahme bis zum letzten Messzeitpunkt bei 72h
zeigt sich bei TP07, TP10 und TP11 eine massive Abnahme, bei TP0O8 hingegen eine deutliche
und bei TP09 nur eine geringe Zunahme der Expression. Die hohen Kopienzahlen bei TP07 und
TPO8 im Vergleich zu den restlichen Patienten sind ausschlaggebend fiir die sehr groflen

Standardabweichungen in der Darstellung der Gesamtkopienzahlen.

Beim Vergleich der drei Expressionsprofile von GAPDH in Granulozyten, Monozyten und
PAXgene ist der Kurvenverlauf der PAXgene-Messungen am ehesten mit dem der Messungen in
den Granulozyten zu vergleichen. Beim Vergleich der TNFa- Expressionsprofile sind hingegen
Gemeinsamkeiten im Kurvenverlauf von PAXgene und Monozyten zu entdecken, auch wenn die

Kopienzahlen insgesamt bei der Messung aus PAXgene am geringsten ausfallen.
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Abbildung F-13: Expressionsprofil von TNFa in PAXgene.

cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]
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F 4.5 Vergleich der Expression von Interleukin 8 und

Interleukin 10 in Granulozyten und Monozyten

In der folgenden Abbildung F-14 wird die Interleukin 8- (IL-8-)-Expression in Granulozyten
aufgezeigt. Hervorzuheben sind die im Vergleich zur TNFa-Expression insgesamt weit hoheren
Kopienzahlen. Insgesamt ist bei allen Patienten eine deutliche Abnahme der Expression
innerhalb der ersten 12h zu erkennen. Bei TPOl folgt nach dem 12h-Messzeitpunkt eine
kontinuierliche Zunahme der Kopienzahlen bis zum Ende des Untersuchungsintervalls bei 72h,
bei TP04 nur bis zum 48h-Wert, danach fillt die Kopienzahl wieder ab. Bei TPO8 und TP10 sind
aufgrund der geringen Kopienzahlen im Vergleich zum restlichen Patientenkollektiv nur geringe
Schwankungen erkennbar, dennoch ist eine Abnahme der cDNA-Expression bis zum 48h-Mess-
zeitpunkt zu beobachten. Aufler bei TPO1 und TP04, bei denen die Kopienzahlen bei 72h bzw.

48h ein weiteres Maximum erreichen, bleibt beim Rest des Patientenkollektivs das IL-8-

Expressionsprofil auf einem konstant niedrigen Niveau nach der 12h-Abnahme.
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Abbildung F-14: Expressionsprofil von IL-8 in Granulozyten.
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Analog zum Expressionsprofil von IL-8 in Granulozyten zeigt Abbildung F-15 den
Expressiosverlauf von IL-8 in Monozyten. Auffallend sind die um das zehnfache geringeren
Kopienzahlen sowie die Expressionsmaxima von TP10 bei 6h und TP04 bei 12h. Letztere
verursachen die grof3e Standardabweichung in der Darstellung der Gesamtkopienzahlen beim 6h-
und 12h-Messzeitpunkt. Die IL-8-Expression beider Patienten nimmt nach ihren jeweiligen
Peaks bei 6h bzw. 12h kontinuierlich ab. TPO1 zeigt zwei kleinere Peaks im Expressionsniveau
bei 6h und 24h sowie ein Maximum bei 72h. Bei den iibrigen Patienten (TP03, TPOS5, TPO7,
TPO8, TP09 und TP11) ist eine kontinuierliche Abnahme vom 12h- zum 72h-Wert festzustellen.
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Abbildung F-15: Expressionsprofil von IL-8 in Monozyten.
cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]
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Die Kopienzahlen von Interleukin 10 (IL-10) in Granulozyten befanden sich iiber den gesamten
Messzeitraum nur knapp tiber der Nachweisgrenze. Daher wurde auf eine graphische Darstellung
hier verzichtet. Die Kopienzahlen von IL-10 in Monozyten (Abb. F-16) sind im Vergleich zu
denen von IL-8 (Abb. F-15) um eine Zehnerpotenz kleiner. Dafiir kann man hier deutliche
Maxima der Kopienzahlen bei 12h (TP06, TP10 und TP11) und 24h (TP04, TPOS, TPO7 und
TP09) erkennen. Nur TP03 zeigt die groBte Expression bei 6h und TPO8 bei 48h. TPO1 zeigt
einen dhnlichen Verlauf wie TP0S8, jedoch mit weit geringeren Kopienzahlen je Messzeitpunkt.
Die grofle Standardabweichung in der Darstellung der Gesamtkopienzahlen beim 12h-Wert ist

durch die sehr hohe Expression von TP10 zu diesem Zeitpunkt zu erkldren.
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Abbildung F-16: Expressionsprofil von IL-10 in Monozyten.
cDNA-Kopienzahlen in [MW=SD]
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F 4.6 Expression von PMN-Elastase in Granulozyten

Das Expressionsprofil der PMN-Elastase in Granulozyten wird in Abbildung F-17 aufgezeigt. Im
Gegensatz zu den vorher gezeigten Expressionsprofilen ist bei der PMN-Elastase vom Oh- zum
6h-Messzeitpunkt eine deutliche Abnahme der Kopienzahlen bei allen Patienten zu detektieren.
Die Kopienzahlen bei der 6h-Abnahme befinden sich bei allen Patienten nur knapp tiiber der
Nachweisgrenze. Im Zeitraum zwischen der 6h- und der 48h-Abnahme ist mit Ausnahme von
TPO1, TPO8 und TPO9 keine signifikante Zunahme der cDNA-Expression zu erkennen. In den
letzten 24h bis 48h des Untersuchungsintervalls zeigt sich besonders bei TPO1, TP06, TP09 und
TP10 eine Zunahme der Kopienzahlen. Hierbei zeigen TPOl und TP09 jeweils bei 72h ein
Expressionsmaximum. Bei TP04 und TPOS5 sind bis auf einen leicht erhdhten Ausgangswert bei
Oh nach dem Abfall bis unter die Nachweisgrenze bei der 6h-Abnahme keine signifikanten
Anstiege des Expressionsniveaus mehr messbar. Das Expressionsprofil von PMN-Elastase in
Monozyten wurde nicht analysiert, da diese Serinprotease vornehmlich in polymorphkernigen

Granulozyten zu finden ist [Hintz et al., 1987].
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Abbildung F-17: Expressionsprofil von PMN-Elastase in Granulozyten.
cDNA-Kopienzahlen [MW=SD]
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F 4.7 Expression von Cathepsin X in Monozyten

Bei der Darstellung der Expression von Cathepsin X in Monozyten (Abbildung F-18) ist mit
Ausnahme von TP10 und TP11 auf den ersten Blick ein ausgewogenes Expressionsprofil mit nur
geringen Schwankungen zu erkennen. Fiir die hohen Standardabweichungen in der Darstellung
der Gesamtkopienzahlen sind die im Vergleich zum restlichen Patientenkollektiv hohen
Kopienzahlen von TP10 und TP11 verantwortlich. Beide Patienten zeigen einen deutlichen Ab-
fall der Kopienzahlen nach der initialen Abnahme, der sich in einen Anstieg zur 12h-Abnahme
umkehrt. TPO3 und TP07 zeigen ebenfalls Ahnlichkeiten im Expressionsprofil von Cathepsin X
mit einer Abnahme der Kopienzahlen innerhalb der ersten 6 Stunden gefolgt von einer Zunahme
bis zum 24h-Messzeitpunkt. TPO1 weist eine geringe, aber stetige Zunahme der Expression
wihrend des gesamten Untersuchungsintervalls auf. Da die lysosomale Carboxypeptidase
Cathepsin X hauptsidchlich in Monozyten und Makrophagen exprimiert wird, wurde eine

Analyse der Kopienzahlen in Granulozyten nicht durchgefiihrt [Négler et al., 2006].

Cathepsin X-Kopienzahlen in Monozyten

1000000

800000 -

600000 -

Kopienzahlen

400000 -

200000 -

Oh 6h 12h 24h 48h 72h

Abnahmezeitpunkt

Abbildung F-18: Expressionsprofil von Cathepsin X in Monozyten.
cDNA- Kopienzahlen [MW=SD]
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F 4.8 Normierung auf GAPDH

Wie bei der Analyse der Rohdaten beschréankt sich die Auswertung der Normierung auf GAPDH
aufgrund hoher Standardabweichungen, die wiederum auf das kleine Patientenkollektiv und
interindividuelle Unterschiede in der c¢cDNA Expression zurlickzufiihren sind, auf der
Beschreibung von Tendenzen. In der folgenden Abbildung F-19 ist das Expressionsprofil von
IL-10 in Monozyten auf das von GAPDH normiert. Trotz der hohen Standardabweichung ist zu
erkennen, dass bereits 6 Stunden nach der Oh-Abnahme tendenziell ein Anstieg der IL-10-

Expression stattfindet, der im Verlauf des Untersuchungszeitraumes wieder riickldufig ist.
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Abbildung F-19: cDNA Kopienzahlen von IL-10 normiert auf GAPDH
in Monozyten [MW=SD].
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Bei der Normierung der Kopienzahlen von IL-8 in Granulozyten auf GAPDH (Abb. F-20) fillt
im Unterschied zur Normierung von IL-10 in Monozyten auf GAPDH ein deutlicher Abfall des
Expressionsniveaus innerhalb der ersten 24h nach der Operation auf. Trotz groBer Varianzen im
Ausgangswert, was vermutlich zu der groBen Standardabweichung fiihrt, ist eine deutliche
Tendenz beziiglich der Reduktion der IL-8-Expression bereits 12h nach dem urspriinglichen

Trauma zu erkennen (Abb. F-20).
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Abbildung F-20: Kopienzahlen von IL-8 normiert auf GAPDH in Granulozyten [MW=SD].

Die Normierungen der Kopienzahlen der anderen Cytokine auf GAPDH zeigten nur geringe

Tendenzen bei hohen Standardabweichungen und werden daher nicht mit aufgefiihrt.
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F 5 ELISA- Messungen

F 5.1 TNFa und Interleukin 8

TNFa und IL-8 wurden im Serum mittels Sandwich-ELISA quantifiziert (sieche E.3.11.3 und

E.3.11.1). Die IL-8-Konzentrationen waren insgesamt deutlich hoher als die TNFa-Konzen-

tration (Abbildung F-21), bewegten sich bei IL-8 jedoch nur beim 6h-Wert auerhalb des

Referenzbereiches (0-31pg/ml) und zeigten bei TNFa zu jedem Abnahmezeitpunkt Werte inner-

halb des Referenzbereiches (0-39pg/ml). Von der Oh-Abnahme steigt die IL-8-Konzentration bis

zum 6h-Wert auf ein Maximum an und fillt dann kontinuierlich bis zum 48h-Wert ab. TNFa

steigt bis 48h nach der Operation langsam an und zeigt beim 72h-Messwert erneut einen Abfall.

Die hohen Standardabweichungen bei den gemittelten TNFa-Konzentrationen sind auf die gro-

en interindividuellen Schwankungen und das geringe Patientenkollektiv zuriickzufiihren.
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Abbildung F-21: ELISA-Messung von TNFa und IL-8 (pg/ml) im Serum [n=10; MW=+SD]
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F 5.2 Interleukin 10

Die Messergebnisse der Quantifizierung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 im Serum
mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs (siehe E 3.11.2) sind in Abbildung F-22 aufgezeigt. Die Pro-
ben von TP09 waren hdmolytisch und konnten nicht in die Auswertung mit einflieBen. Die IL-
10-Konzentrationen waren insgesamt sehr niedrig und lagen nur beim 6h- und 12h-Wert {iber
dem Referenzbereich (2-24pg/ml). Dennoch ist insgesamt eine deutliche Zunahme der IL-10
Konzentration vom Oh- zum 6h- und weiter zum 12h-Wert zu erkennen. Daran schlief3t sich eine

kontinuierliche Abnahme der IL-10-Konzentration zum letzten Messzeitpunkt bei 72h an.
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Abbildung F-22: ELISA-Messung von IL-10 (pg/ml) im Serum [n=10; MW=SD]
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F 5.3 Cathepsin X und PMN-Elastase

Die systemische Messung von Cathepsin X und PMN-Elastase erfolgte mittels Sandwich-ELISA
(s. E 3.11.4 und E 3.11.5) im Citratplasma (Abbildung F-23). Die Konzentration von Cathepsin
X nimmt innerhalb der ersten 48h stetig zu, bevor sie zum 72h-Wert hin wieder leicht abnimmt.
Der Referenzbereich von 31-165ng/ml wird dabei nie iiberschritten. Die Standardabweichungen
der Cathepsin X-Mittelwerte sind dabei im Vergleich zu denen der PMN-Elastase geringer. Bei
der PMN-Elastase zeigt sich ein Konzentrationspeak beim 24h-Messzeitpunkt, danach fillt die
PMN-Elastase-Konzentration bis zum Ende des Untersuchungsintervalls nur geringfiigig ab. Der

Referenzbereich von 19-78ng/ml wird hier vom 24h- bis zum 72h- Wert iiberschritten.
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Abbildung F-23: ELISA-Messung von Cathepsin X und PMN-Elastase (ng/ml) in
Citratplasma [n=10; MW+SD]
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G Diskussion

Bei der vorliegenden prospektiven Pilotstudie wurde zum ersten Mal bei insgesamt 10 Patienten,
die aufgrund eines Adenokarzinoms kolorektal reseziert wurden, das peri- und postoperative
Expressionsprofil verschiedener Entziindungsmediatoren mittels RT-PCR und ELISA evaluiert.
Verschiedene klinische Studien haben bereits das Expressionsprofil im posttraumatischen
Verlauf analysiert, um pradiktiv relevante Marker fiir das Patientenoutcome zu finden. Dabei
wurden diverse Interaktionen des Immunsystems in Zusammenhang mit der Entstehung von
Komplikationen gebracht [Hildebrand et al., 2005]. Ein besseres Verstindnis dieser
Mechanismen konnte in Zukunft zur Einfithrung von priaventiven und therapeutischen Strategien
im klinischen Alltag fiihren. Im Folgenden werden nun die Ergebnisse dieser Pilotstudie im
Vergleich zu den Resultaten aus der Fachliteratur  bewertet. Dariiber hinaus werden

Fehlermdglichkeiten und Schwichen der eingesetzten Methodik kritisch beleuchtet.

G 1 Studiendesign

Entziindliche Stimuli, wie invasive Mikroben und Endotoxine bei Sepsis oder Gewebezerstorung
nach groflen invasiven Eingriffen fiihren zur Aktivierung der humoralen (Komplement- und
Gerinnungssystem) und zelluldren Abwehrsysteme (Endothelzellen, neutrophile Granulozyten,
Makrophagen) des Organismus. Damit geht die Synthese, Expression und Freisetzung inflam-
matorischer Mediatoren einher [Hensler et al., 1997]. Ein Beispiel fiir grole und invasive Ein-
griffe stellen die in der vorliegenden prospektiven ex vivo-Pilotstudie durchgefiihreten Tumor-
operationen aufgrund kolorektaler Adenokarzinome dar. Die Relationen der Stimulatoren,
Mediatoren, Effektoren und Inhibitoren untereinander und zueinander bestimmen schlie8lich, ob
es zu reparativen Heilungsprozessen oder zur Perpetuierung der Entziindung kommt [Waydhas et
al., 1992]. Vorteile dieses Studiendesigns waren neben einer genauen Planbarkeit die Néhe der
Studienbedingung zur physiologischen Situation. Im Vergleich zu anderen Studien, die sich
bisher mit der Immunreaktion nach Polytrauma befassten, war ein entscheidender Vorteil der
vorliegenden Pilotstudie, einen praoperativen Ausgangswert (Oh- Messzeitpunkt) bestimmen zu
konnen. In vergleichbaren Studien erfolgte die erste Blutabnahme immer erst unmittelbar nach
dem traumatischen Ereignis, so dass die jeweils initial gemessene Parameterkonzentration kein

vom Trauma unbeeinflussten Messwert darstellt [Bogner et al., 2007].
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Studienpopulation

In der vorliegenden Pilotstudie handelt es sich um eine sehr kleine Patientenpopulation, so dass
zwar keine signifikanten, jedoch tendenzielle Unterschiede erwartet werden konnten. Aufgrund
der ausgewdhlten Einschlusskriterien war die Moglichkeit gegeben, ein relativ homogenes
Patientenkollektiv zu gewinnen, welches dennoch in Bezug auf OP-Dauer und Medikation
(Tabelle D-1), operative Verfahrenstechnik (Tabelle F-1) und Tumorausdehnung variierte.
Weitere Differenzen ergaben sich aufgrund unverdnderlicher Einflussgroflen wie das Alter und
Geschlecht der Patienten sowie deren bekannten Vorerkrankungen. Genauer zu evaluieren wére
dariiber hinaus, ob eine chronische Tumorerkrankung bereits zu einer Aktivierung des
Immunsystems fiihrt und in wie weit diese durch ein Trauma beeinflusst wurde. Diesbeziiglich
wire ein Vergleich mit einem gesunden Patientenkollektiv denkbar. Es wurden weitere Patienten
mit metastasiertem Ovarialkarzinom nach gleichem Schema untersucht, schlussendlich aber
zeigte sich die Patientenaquise deutlich erschwert, so dass nach 3 eingeschlossenen Patienten
keine weitere Analye stattfinden konnte. Die synchron zu der Analyse der in dieser Pilotstudie

eingeschlossenen Patienen erhobenen Daten, wurden nicht weiter ausgewertet.

Mit Hilfe einer Power-Analyse kann berechnet werden, wie viele Patienten fiir eine prospektive
Studie bendtigt werden, um signifikante Messwerte zu erhalten. Bei einer Signifikanz (alpha
Fehler) von 0,05 und einer gewiinschten Power von 0,8 wurden mit Hilfe des Programms
G*Power und Statpages einige beispielhafte Berechnungen durchgefiihrt. Fiir den Vergleich
zweier Patientenkollektive oder Datensétze kann dabei mit konstanten Variablen (z.B. Power 0,8
und einem alpha Fehler von 0,05) die jeweils benétigte Gruppengrofle berechnet werden. Dabei
lasst sich schnell detektieren, dass die Zahl der bendtigten Patienten stark variiert. Scheint It.
Berechnung bei der Analyse des Expressionsprofils von TNFo in Granulozyten ein N=9
auszureichen, so wird bei der gleichen Darstellung in Monozyten ein N=8037 bendtigt. Da bei
dieser explorativen Pilotstudie die Veranschaulichung von Tendenzen im Vordergrund stand,
wurde auch aufgrund der geringen Zahl an eingeschlossenen Patienten auf die Berechnung von

statistisch signifikanten Unterschieden verzichtet.

Eine Limitation dieser Pilotstudie war die Schwierigkeit, geeignete Patienten zu aquirieren, die
die vorgegebenen Einschlusskriterien erfiillten. Die mittels Power Analyse ermittelte
Patientenzahl hitte dariiber hinaus im Rahmen dieser Arbeit aufgrund von limitierten

finanziellen und personellen Ressourcen nicht eingeschlossen werden konnen.
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In anderen Studien konnten Scoring Systeme (z.B. MOV-, ISS-Score) zur Klassifikation der
Patienten und anschlieBender Gruppenbildung bei der Auswertung der Ergebnisse genutzt
werden. Diese Klassifikation bot sich bei der hier eingeschlossenen Studienpopulation leider

nicht an.

G 2 Methoden

Quantitative Genexpressionsanalysen in Geweben und vor allem im Blut werden zunehmend
zur Bestimmung der Immunantwort auf traumatische Ereignisse durchgefiihrt. Obwohl diese
Analysen nur mit hohem logistischem und personellem Aufwand und den damit verbundenen
Kosten durchgefiihrt werden konnen, besteht die Chance, mit diesem Verfahren auf pradiktive
Faktoren zu stoB3en, die den klinischen Verlauf der Patienten beeinflussen [Biberthaler et al.,
2004]. Auf der Suche nach einem geeigneten Abnahmesystem fiir den Einsatz im klinischen
Alltag wurden die mittels PAXgene Abnahmesystem generierten Messwerte in dieser
Piloststudie mit denen der Zellseparation verglichen. Die Limitationen werden im Folgenden

erlautert.

Zellseparation und Monozytenisolation

Die Auswahl der geeigneten Isolationsmethode war zum Erreichen einer guten Reinheit der
Monozyten und zum Vermeiden einer unspezifischen Stimulation der Monozyten von essen-
tieller Bedeutung. Bei den vor Studienbeginn getesteten verschiedenen Methoden war die Rein-
heit der Monozyten bei indirekter Zellisolation mittels Magnetic Labelled Bead Cell Separation
(MACS) mit etwa 85 % im Gegensatz zu den Verfahren mittels Adhirenzmethode und Percoll-
Dichtezentrifugation am Besten. In anderen Arbeiten wird sich der Dichtegradienten-
Zentrifugation [Angele et al., 2002] mittels Ficoll oder Percoll bedient. Es gibt jedoch Hinweise,
dass diese Methode durch den mechanischen Stress der Zentrifugation und den Kontakt mit
hochmolekularen Zuckerverbindungen eine Aktivierung der Immunzellen hervorruft [Zahler et

al., 1997].
Als Alternative wird von einigen Autoren die negative immunomagnetische Zellseparation

propagiert [Cotter et al., 2001]. Diese Technik vereint die Vorteile der hochselektiven

Zellseparation mit einer verhéltnisméBig geringen Aktivierung der isolierten Zellpopulationen.
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Nachteil ist die Menge an separierten Zellen pro entnommenem Patientenblut mit diesem
System, die wesentlich geringer ausfdllt im Vergleich zur Ausbeute mit den positiven MACS.
Dies bedeutet, dass ein wesentlich groferes Blutvolumen notwendig ist, um eine vergleichbare
Menge an Immunzellen zu separieren. Die Entscheidung fiel in der vorliegenden Studie fiir das
positive MACS System, da es fiir unsere spezifische Situation und Fragestellung die optimale
Kombination aus Vorteilen (hoch selektive Isolation, geringer ausgeprigte immunologische

Aktivierung) und Nachteilen (verbleibende Restaktivierung, hohe Kosten) geboten hat.

Die Vorteile der Monozytenisolation mittels MACS lagen auflerdem in einer schnellen und sehr
spezifischen Separation. Von einer geringeren Aktivierung von Immunzellen bei Isolation
mittels MACS im Vergleich zur Isolation durch Dichtezentrifugation wurde schon friiher
berichtet [Zahler et al., 1997]. Die Erfahrungswerte der Arbeitsgruppen von Dr. J. Landes
(Validierung des PAXgene Abnahmesystems im Vergleich zur Zellseparation) und Prof. Dr.
Biberthaler (Immunmodulation bei polytraumatisierten Patienten) halfen bei der Auswahl der
hier angewandten Methodik. Unklar bleibt bei vielen vergleichbaren Studien, in wieweit nach
einem standadisierten Aufbereitungsprotokoll agiert wurde, um die unterschiedlichen
Halbwertszeiten der mRNA und Proteine mit einem erheblichen Einfluss auf die Messergebnisse
als moglichen Storfaktor, auszuschliessen. Um diese mdgliche Fehlerquelle bei der vorliegenden
Pilotstudie auszuklammern, wurde nach einem streng standardisierten Abnahme- und

Aufbereitungsprotokoll mit festgelegten Zeitintervallen agiert.

Ein weiterer moglicher kritischer Punkt vergleichbarer Studien stellt bei der Untersuchung von
polytraumatisierten Patienten die Applikation von Blutprodukten dar. Es wire theoretisch
denkbar, dass im Anschluss an die therapeutisch notwendige MaBnahme die aus der
systemischen Zirkulation des Patienten isolierten Monozyten teilweise aus dem
Immunzellenpool der Blutspender stammen konnten. Die Standard Erythrozyten Konzentrate
sind Leukozyten filtriert, aber nicht bestrahlt und enthalten damit eine Rest Population von
Leukozyten. Bei einer normalen Leukozytenverteilung im menschlichen Blut des Patienten von
5.000/ul finden sich bei ebenfalls 10% Monozyten im Differentialblutbild ca. 500/ul. Die
theoretische zugefiihrte Menge an fremden Zellen liegt damit bei ca. 1,6 %o der zirkulierenden
Monozyten [Bogner et al., 2008]. Bei der vorliegenden Pilotstudie erhielten insgesamt nur 3
Patienten Erythrozytenkonzentrate, so dass diese Fehlerquelle weitesgehend zu vernachléssigen

1st.
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Ein entscheidender Vorteil der in der vorliegenden Studie angewandten negativen Zelldifferen-
zierung sind die unbesetzten CD14-Rezeptoren der Monozyten mit weitgehender Vermeidung
einer durch die Antikorper-Bindung verursachten intrazelluldren Aktivierung, was bei einer mit-
tels CD14-positiven Zelldifferenzierung weniger der Fall ist [Cotter et al., 2001]. Dies ist insbe-
sondere fiir funktionelle Studien und bei Antigen-Aufnahme durch die Monozyten, wie das bei
der vorliegenden Pilotstudie der Fall war, von entscheidender Bedeutung. Nachteile gegeniiber
anderen Methoden sind magnetische Interaktionen, die zu Kreuzreaktionen der Antikdrper mit
den Monozyten fiihren und sich daher storend auf die Separation auswirken konnen. Auerdem
ist die Zellzahl aufgrund der Kapazitit der Rohrchen begrenzt [Miltenyi et al., 1990]. Insgesamt
scheint die etwas aufwindigere negative Zelldifferenzierung jedoch die bislang vorteilhafteste

Methode fiir funktionelle Studien zu sein.

RNA-Isolierung

Das Arbeiten mit RNA stellt auch heute noch eine Herausforderung dar, da stets die Gefahr des
RNA-Verdaus durch die allgegenwértigen RNasen besteht. Um dies zu vermeiden wurde, strikt
unter sterilen Bedingungen gearbeitet und die Proben wurden bis kurz vor Durchfithrung der
Versuche bei -80°C und wahrend der Versuche auf Eis gelagert. Hier bietet die RNA-Isolierung
nach der Qiagen-Methode [RNeasy* Mini/Midi Kit, Fa. Qiagen, Hilden, s. Tabelle E-3] einen
entscheidenden Vorteil, da der stark denaturierende RLT-Puffer die RNAsen sofort inaktiviert
und damit eine Isolation intakter total RNA sicherstellt. Eine Limitierung dieser Methode stellt
die begrenzte Bindungskapazitit dar, die maximal 1 x 107 Zellen bzw. 100pug RNA betrigt. Wird
diese Kapazitét tiberschritten, ist der Ertrag der total RNA nicht konsistent, und es kann sein,

dass weniger als 100ug total RNA gewonnen werden.

Im Fall einer inkompletten Lyse der Monozyten kann die Ausbeute der total RNA geringer als
erwartet sein, auch wenn die Bindungskapazitit nicht iiberschritten wurde [Biberthaler et al.,
2003; Bogner et al., 2007]. Verschiedene RNA-Isolationsverfahren bergen zusétzlich die Gefahr,
das Expressionsprofil unterschiedlich beeinflussen zu kénnen, besonders, wenn die Unterschiede

in der Kopienzahl am Ende nur sehr gering sind [Asare et al., 2008].
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cDNA-Synthese/house-keeping-genes

Zur Validierung und Standardisierung der cDNA-Synthese mit nachfolgender RT-PCR werden
iiblicherweise house-keeping-genes verwendet. Optimalerweise sind dies Gene, die nicht durch
duBere Faktoren beeinflusst werden und deshalb als Normwert der Genexpression der Zelle
dienen konnen. Eine falsche Wahl des house-keeping-genes kann zu Interpretationsfehlern der
experimentellen Ergebnisse und der damit verbundenen Evaluierung und Quantifizierung von
pathologischen Genexpressionen fiihren [Said et al., 2007]. Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass die Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) auch in hypo-
xischen Zustinden nicht beeinflusst wird und es sich daher als zuverléssiges house-keeping-
gene erweist. Bet GAPDH handelt es sich um ein Enzym der Glykolyse, welches fiir alle Lebe-
wesen unentbehrlich ist und unabhingig von Zelltyp, Zellstadium und &uBeren Einfliissen

exprimiert wird.

Fir die vorliegende Pilotstudie wurde vermutet, dass sich GAPDH aufgrund der geringen
Schwankungen im Vergleich zu Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) und
beta-Actin besonders geeignet ist. Durch Bestimmung der Expression des house-keeping-genes
konnte in der vorliegenden Studie das Uberleben der Zellen bewiesen werden. Bei erniedrigter
oder fehlender mRNA-Expression der ,,genes of interests“ schloss eine gleich bleibend hohe

Expression des house-keeping-gene den Tod der Zelle aus.

GAPDH konnte in allen Patienten in hohen Konzentrationen gemessen werden. Das mRNA-
Expressionsprofil der Patienten zeigte in Monozyten (Abb. F-7) einen Anstieg im Verlauf des
Untersuchungszeitraumes. In Granulozyten (Abb. F-6) konnte ein Anstieg der Kopienzahlen bis
zum 24h-Messzeitpunkt detektiert werden, der sich im Verlauf bis zum Ende des Messintervalls
bei 72h riickldufig zeigte. Aufgrund des kleinen Patientenkollektivs ergaben sich grofie
Standardabweichungen. Bei den Normierungen der mRNA-Expressionsprofile von TNFa,
PMN-Elastase und Cathepsin X auf GAPDH fielen noch gréBere Standardabweichung auf, was
die Interpretation der Ergebnisse zusitzlich erschwerte. Bei der Normierung der Kopienzahlen
von IL-10 auf GAPDH (Abb. F-19) fiel ein Anstieg des Expressionsniveaus innerhalb der ersten
6 Stunden nach der Operation auf, gefolgt von einer kontinuierlichen Abnahme bis zum 72h-
Messzeitpunkt. Das Expressionsniveau von IL-8 in Granulozyten zeigte bei der Normierung auf
GAPDH (Abb. F-20) hingegen vom Oh-Ausgangswert trotz hoher Standardabweichung bis zum
24h-Wert einen Abfall.
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Danach war bis zum 72h-Wert wieder eine aufsteigende Tendenz zu beobachten. In Monozyten
(Abb. F-16) war ein entgegengesetzter Verlauf mit einem Anstieg der Expression innerhalb der
ersten 12 Stunden nach dem operativen Eingriff zu erkennen. Auch hier zeigten sich deutlich
interindividuelle Unterschiede, die zu einer hohen Standardabweichung und daher nicht

signifikanten Ergebnissen fiihrten.

Ein Vergleich mit HPRT und B-Actin hétte verdeutlicht, ob es in anderen house-keeping-genes
entgegen den Erwartungen ebenfalls zu einer Hochregulation gekommen wire.

Bei einem konstanten Expressionsprofil hitten sich diese house-keeping-genes eventuell besser
fiir eine Normierung geeignet als in unserem Fall GAPDH. Die Effizienz der cDNA-Synthese

misste in diesem Fall natiirlich ebenfalls kritisch betrachtet werden.

RT-PCR

Fiir die quantitative Bestimmung spezifischer Zytokin-Expressionsprofile muss mit den Proben
moglichst steril und unter DNase-freien Bedingungen umgegangen werden, um DNA-Kontami-
nationen oder andere beeinflussende Faktoren ausschlieBen zu konnen [Chai et al., 2005]. Die
Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) mittels LightCycler stellt dabei eine moderne
Methode zur exakten Quantifizierung spezifischer mRNA dar. Voraussetzung fiir einen zuver-
lassigen quantitativen Nachweis ist eine funktionierende mRNA-Analytik, die exakte mRNA-
Quantifizierungsergebnisse bei ausreichender Genauigkeit und hoher Wiederholbarkeit liefert.
Eine gute Reproduzierbarkeit mit hoher Sensitivitdt und Spezifitidt konnte fiir die quantitative
RT-PCR mittels LightCycler auch im Vergleich zu anderen RT-PCR-Verfahren nachgewiesen
werden [Swatoch et al., 2005].

Die einfachste Moglichkeit zur Quantifizierung der PCR-Produkte ist dabei die Nutzung von
DNA-Farbstoffen (z. B. Ethidiumbromid oder SYBR Green I). Diese Fluoreszenzfarbstoffe
lagern sich in die DNA ein und interkalieren bzw. binden an die doppelstringige DNA, wodurch
die Fluoreszenz dieser Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der Target-DNA korreliert daher mit
der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Die Messung findet am Ende der Elon-
gation in jedem Zyklus statt. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die geringe Spezifitit, da
zwischen verschiedenen PCR-Produkten nicht unterschieden werden kann. AuBlerdem kdnnen
keine Multiplex-Messungen durchgefiihrt werden. Den ersten Nachteil kann man ausgleichen,

indem man - wie bei der vorliegenden Pilotstudie - nach abgelaufener PCR eine
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Schmelzkurvenanalyse (Abb. F-3) durchfiihrt, anhand derer die Fragmentldngen und dadurch die
Spezifitit bestimmt werden kann [Holzapfel et al., 2007].

Da die doppelstringige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen hoheren Schmelzpunkt hat
als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung moglich. Die Hohe des
Peaks der Schmelzkurve gibt anndhernd Auskunft tiber die Menge des gebildeten Fragments. Bei
der Interpretation der Ergebnisse wurde beriicksichtigt, dass die Zytokin-mRNA-Expression
nicht immer mit der Menge an Protein korreliert [Romagnani et al.,, 2000]. Eine mdgliche
Diskrepanz zwischen gemessener mRNA-Expression und sezerniertem Protein konnte durch
verschiedene post-transkriptionelle und post-translationelle Faktoren beeinflusst sein [Overbergh
et al., 2003]. Verschiedene Publikationen haben jedoch auch gute Korrelationen von iiber RT-
PCR gemessenen Kopienzahlen an Zytokin-mRNA mit den mittels ELISA determinierten
Proteinmengen gezeigt [Hein et al., 2001; Torok et al., 2004; Weghofer et al., 2001].

Teilweise groBe interindividuelle Unterschiede werden nicht nur im Verlauf des
Untersuchungszeitraumes, sondern bereits bei den Ergebnissen der initialen Blutabgnahmes
sichtbar. Besonders die Kopienzahlen von PMN-Elastase in Granulozyten sind im Verlauf so
gering, dass sie kaum zu werten sind. Bei groflen Diskrepanzen wurden RT-PCR-Léufe
wiederholt, um die Ergebnisse zu verifizieren. Da die Autfbereitung und Isolierung der
eingesetzten DNA viele unterschiedliche Schritte beinhaltet, die selbst bei genauestem Arbeiten
zu Fehlern fithren kann, ist dies moglicherweise ein weiterer Grund fiir die teilweise sehr
unterschiedlichen Kopienzahlen. Cytokine wie GAPDH, Cathepsin X, IL-8 und TNFa zeigen
reproduzierbar hohe Kopienzahlen, sowie Schmelzkurven, die eine Kontamination weitesgehend

ausschliessen.
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G 3 Vergleich der Studienergebnisse mit Daten aus der Literatur

G 3.1 Vergleich PAXgene versus Zellseparation

Obwohl Studien, die sich mit der biologischen Aktivitit von Mediatoren auf Transkriptionsebene
befassen, schon viele Informationen iiber die Hintergriinde des posttraumatischen Multiorgan-
versagens liefern, scheinen Anderungen der ~RNA-Expression vor dieser systemischen
Mediatorenausschiittung stattzufinden [Landes et al., 2007]. Um diese Verdnderungen
unmittelbar detektieren zu kdnnen, bedarf es eines Analyseverfahrens, welches Informationen
iiber die Immunreaktion bzw. die Dynamik der Schliisselmediatoren auf intrazelluldrer RNA-

Ebene liefert.

Diverse Studien belegen, dass PAXgene sich im klinischen Alltag praktikabler fiir die
Gewinnung von mRNA aus Vollblut darstellt als die herkémmliche Zellseparation [Feezor et al.,
2004]. Alle Zellen im Blut werden unmittelbar nach Abnahme lysiert und die RNA stabilisiert.
Dies ermoglicht eine ,,Snapshot“-Analyse der intrazelluliren RNA-Expression unter experi-
mentellen Bedingungen [Rainen et al., 2002; Stordeur et al., 2003]. Damit besteht die Mdglich-
keit auf potentielle Mechanismen zu stoflen, die fiir die Modulation des Immunsystems verant-
wortlich sind, aber nicht in isolierten Zellen stattfinden. Wahrend der Isolierung von immun-
kompetenten Zellen kann es zu weiteren Aktivierungsvorgéngen kommen, die in vivo nicht statt-
gefunden hitten [Haertel et al., 2001]. Die Isolierung der RNA muss nicht unmittelbar nach
Blutabnahme erfolgen, wie das bei der Separation von Monozyten und Granulozyten der Fall ist,
sondern kann auch erst Tage nach der Abnahme erfolgen, so lange die PAXgene Tubes fachge-
recht gelagert werden. Ein weiterer Vorteil stellt die im klinischen Alltag mit weniger labortech-
nischem Aufwand durchfiihrbare Analyse der Vollblut-RNA- Expression dar [Rainen et al.,
2002]. Die Menge an benétigtem Vollblut (fiir die Doppelbestimmung 2 x 2,5ml) ist neben den

logistischen Kosten ebenfalls deutlich geringer als bei der Zellseparation (4 x 10ml).

Ob die Anwendung des PAXgene-Systems zu validen und reproduzierbaren Ergebnissen in der
Veranderung des Expressionsprofils bestimmter Zytokine im Vollblut frisch operierter Patienten
fiihrt, sollte in dieser Pilotstudie evaluiert werden. Dazu wurden die Expressionsprofile von pro-
und antiinflammatorischen Zytokinen, sowie von GAPDH aus PAXgene bestimmt und mit den
Ergebnissen der Zellseparation verglichen. Beim Vergleich der drei Expressionsprofile von
GAPDH in Granulozyten (Abb. F-6), Monozyten (Abb. F-7) und PAXgene (Abb. F-8) ist der

Kurvenverlauf der PAXgene-Messungen am ehesten mit dem der Messungen in Granulozyten
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zu vergleichen. Beim Vergleich der Graphen fiir die TNFa-mRNA-Expressionsprofile sind
Gemeinsamkeiten im Kurvenverlauf von PAXgene und Monozyten zu entdecken, auch wenn die
Kopienzahlen bei der Messung aus PAXgene deutlich geringer ausfallen. Augrund des kleinen
Patientenkollektives kam es jedoch auch hier zu starken interindividuellen Schwankungen, die
fiir die groBen Standardabweichungen und damit nicht signifikanten Ergebnisse verantwortlich
sind. Jedes Analyseverfahren, ob nun Unterschiede in der Abnahmeprozedur oder in der
Quantifizierung der RNA auftreten, muss bei der Evaluierung der Ergebnisse kritisch beleuchtet
werden [Asare et al., 2008]. Da es sich bei PAXgene um ein neues Verfahren handelt, ist die
Verfiigbarkeit von vergleichbaren Daten in der Literatur bislang noch begrenzt. Asare et al.
verglich den RNA-Isolations-Kit von Tempus mit dem von PAXgene und kam zu dem dhnlichen
Ergebnis, dass unterschiedliche Isolationsmethoden das Expressionsprofil deutlich beeinflussen
konnen, besonders, wenn die Unterschiede in der Kopienzahl am Ende nur sehr gering sind
[Asare et al., 2008]. Dieser Informationsverlust bei PAXgene im Vergleich zur Zellseparation

wurde auch im Rahmen der vorliegenden Pilotstudie deutlich.

G 3.2 Vergleich der Ergebnisse der RT-PCR- und ELISA- Messungen

In dieser Pilotstudie waren bei 10 Studien-Patienten pro- und antiinflammatorische Reaktionen
schon wenige Stunden nach erfolgter kolorektaler Operation messbar. Die Auswertungen der
Proteinanalysen zeigten ebenfalls, dass diese Reaktionen — &hnlich wie bei polytraumatisierten
Patienten — in kurzem Abstand zur Operation induziert werden [Biberthaler et al., 2004]. Die
Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung mittels RT-PCR korrelierten jedoch nur bedingt mit der
Messung derselben Zytokine auf Transkriptionsebene. Auf der Proteinebene waren jedoch eben-
falls Tendenzen zu pro- und antiinflammatorischen Reaktionen unmittelbar nach Trauma
erkennbar. So erreicht das Protein-Expressionsniveau (s. ELISA-Messungen F 4.10) von IL-8
bereits nach 6 Stunden (Abb. F-21), von IL-10 (Abb. F-22) nach 12 Stunden, von PMN-Elastase
(Abb. F-23) nach 24 Stunden und von TNFa (Abb. F-21) und Cathepsin X (Abb. F-23) nach 48
Stunden ein Maximum. Aufgrund des kleinen Patientkollektivs und der groBen interindividuellen
Schwankungen kam es bei der Auswertung der mRNA-Expressionsprofile zu grofen Standard-
abweichungen, die nur eine Beschreibung von Tendenzen erlauben. Dariiber hinaus waren die
absoluten Kopienzahlen von IL-10 in Monozyten (Abb. F-16) und PMN-Elastase in Granulo-
zyten (Abb. F-17) sehr gering.
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Die fehlende Vergleichbarkeit der Expressionsprofile von mRNA- und Proteinebene in dieser
Pilotstudie legen die Vermutung nahe, dass nach Aktivierung der Zellen durch den operativen
Eingriff bereits praformierte Proteine freigesetzt werden. Im Bezug auf die Zytokin-Biologie
ergeben sich fiir den quantitativen Nachweis von mRNA im Gegensatz zum Nachweis auf
Proteinebene folgende Vorteile: Die meisten Zytokine werden in sehr geringen Mengen produ-
ziert, besitzen eine niedrige Halbwertszeit und nach ihrer Freisetzung erfolgt eine schnelle Utili-
sation nach autokriner oder parakriner Ubertragung bei Zell-zu-Zell-Kontakt [Romagnani et al.,

2000].

G 3.3 Pro- versus anti-inflammatorische Zytokine

Die pathophysiologischen Mechanismen, die sich im Interstitium von Zellverbidnden abspielen,
wihrend eine posttraumatische Entziindungsreaktion stattfindet, sind sehr komplex. Es kommt
nach der Ischimie zu Revaskularisierungsprozessen und Ausprigungen von Odemen, die eine
Versorgung des traumatisierten Gewebes mittels Diffusion ermdglichen [Aller et al., 2006].
Wihrend sich die Epithelzellen durch das interstitielle Odem zunehmend von den Kapillaren
entfernen, kommt es in dieser Phase der inflammatorischen Antwort zu einer Induktion der
lymphatischen Zirkulation. Thr wird eine entscheidende Rolle zugeordnet, da sie mit Hilfe der
Leukozyten in Symbiose mit verschiedenen Bakterien die Versorgung des Gewebes aufrecht-
erhilt. Die immunologische Reaktion korreliert dabei zum einen mit dem Grad der Gewebe-
zerstorung, zum anderen mit dem Ausmall der Hdmorraghie und Ischdmie [Hildebrand es al.,
2005]. Die Dilatation der lymphatischen Gefdle wird durch verschiedene Zytokine, Leukotriene
und Prostaglandine getriggert, die von aktivierten Zellen im geschéddigten Gewebe freigesetzt
werden. Sepsis und SIRS werden mit einer exzessiven Produktin von pro- und antiinflamma-
torischen Mediatoren assoziiert, die ebenfalls im Gewebe produziert werden [Cavaillon et al.,

1995].

Obwohl es sich um einen systemischen Prozess handelt, unterscheiden sich die pathophysio-
logischen Auspriagungen von Organ zu Organ. Die Ursache der Schadigung (z.B. Verbrennung,
Hammorrhagie, Trauma, Peritonitis), der zellulire Aufbau des Kompartimentes (z.B. Art der
Phagozyten oder Endothelzellen), die direkte Umgebung (z.B. lokales Vorkommen von Granu-
lozyten-Makrophagen koloniestimulierendem Faktor (GM-CSF) in der Lunge, niedrige Arginin-
spiegel in der Leber, Ausschiittung von Endotoxinen im Magen) und die Produktion von Leuko-
zyten haben einen groBlen Einfluss auf die lokale Entziindungsreaktion und Art der Gewebe-

schidigung [Cavaillon et al., 2006].
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Hohe Spiegel an pro-inflammatorischen Mediatoren (z.B. TNFa, IL-8), die lokal produziert
werden und in den Blutstrom gelangen, fiihren zu Organverletzungen als Konsequenz eines
,cross-talks® zwischen verschiedenen Organen. Die inflammatorische Reaktion innerhalb des
Gewebes wird dabei stark von Neuromediatoren beeinflusst, die iiber cholinerge und sympa-
thische Neuronen an den Ort des Geschehens gelangen. Acetylcholin und Epinephrin fiihren
zusammen mit [L-10 und anderen Mediatoren zu einer anti-inflammatorischen Kompensations-
reaktion, um den Entziindungsprozess einzuschrinken. Wihrend diese Mediatoren hauptséchlich
in der Blutbahn zu finden sind, wo sie das Aufflammen neuer entziindlicher Foci verhindern,
reicht die Konzentration der anti-inflammatorischen Mediatoren in den Geweben nicht immer
aus, um die Initiation eines entziindlichen Prozesses suffizient zu unterbinden [Cavaillon et al.,
2006]. Die lokale Freisetzung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen nach traumatischen
Ereignissen ist ein Hinweis fiir ihr Potential, systemische Immunreaktionen zu modulieren. Es
erscheint, als wiirde das Gleichgewicht oder Ungleichgewicht dieser verschiedenen Zytokine
zum Teil den klinischen Verlauf dieser Patienten beeinflussen. Uberproduktion von entweder
pro- oder antiinflammatorischen Mediatoren konnte zu einer Organdysfunktion fithren. Wo eine
Dominanz der proinflammatorischen Zytokine zu einem SIRS fiithren kdnnte, wire die aus einer
antiinflammatorischen Reaktion resultierende Immunsuppression mit einem erhohten Risiko fiir
infektiose Komplikationen verbunden. Dabei spielen sowohl die systemische Entziindung als

auch die Immunsuppression eine entscheidende Rolle in der Entwicklung eines MOV.

TNFa, Interleukin-1beta, IL-6 und IL-8 sind die wichtigsten proinflammatorischen Zytokine, die
in eine Immunreaktion nach Trauma oder einem operativen Eingriff involviert sind. Diese Zyto-
kine werden hauptséchlich in Monozyten und Makrophagen produziert und induzieren eine Viel-
zahl an iiberlappenden Effekten, die auch additiv wirken konnen. TNFa ist als sehr potentes
proinflammatorisches Zytokin fiir die Regulation der frithen Immunreaktion verantwortlich und
induziert die Freisetzung der sekundéiren Zytokine IL-6 und IL-8. Es erhoht sowohl die
Permeabilitit als auch die prokoagulatorische Aktivitit des Endothels [Brett et al., 1989;
Nawroth et al., 1989] und bewirkt eine vermehrte Expression von Adhésionsmolekiilen auf
Endothelzellen [Redl et al., 1993]. In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass
TNFa in der Pathogenese der inflammatorischen Reaktionen nach Trauma und Infektion eine
essenzielle Rolle einnimmt. Da TNFa auf viele verschiedene Zelltypen wirkt, zeigt es ein weites
Spektrum biologischer Funktionen. Es hat zytolytische und zytostatische Effekte auf Tumorzel-

len und wirkt auf Neutrophile chemotaktisch. TNFa ist ein Wachtsumsfaktor fiir Fibroblasten
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und stimuliert die Synthese von Kollagenase und Prostaglandin E2 [Faist et al., 1994]. Neben der
16slichen Form von TNFa kann eine membranstéindige Form auf der Oberflache von TNFa-pro-
duzierenden Zellen nachgewiesen werden. Moglicherweise dient diese Form als Pool fiir 16sli-

ches TNFa nach proteolytischer Spaltung [Belardelli et al., 1995].

Bei der Analyse des postoperativen mRNA-Expressionsprofils von TNFa fiel eine abnehmende
Tendenz der Kopienzahlen in Granulozyten innerhalb der ersten 6 Stunden nach dem Eingriff
auf. Auf diese Abnahme folgte eine Zunahme des Expressionsprofils bis zum Ende des Untersu-
chungszeitraumes auf Werte, welche die initialen Kopienzahlen iibertrafen. In den Monozyten
blieb das mRNA-Expressionsprofil von TNFa mit Ausnahme von TP09 und TP10 konstant. Bei
der Normierung der Ergebnisse auf GAPDH fiel ein Peak bei der 12h- Abnahme auf, der jedoch
von einer hohen Standardabweichung gekennzeichnet ist und daher nicht als signifikant zu wer-
ten ist. Auf Proteinebene ist nur ein geringer Anstieg der TNFa-Spiegel im Serum zu erkennen,
der eventuell auf die kurze Halbwertszeit von TNFa (14-18min) zuriickzufiihren ist [Opal et al.,

2000].

IL-10 bt als antiinflammatorisches Zyokin eine inhibierende Wirkung auf die Synthese von
proinflammatorischen Zytokinen durch mononukledre Zellen aus, in dem es die Gentranskription
proinflammatorischer ~ Zytokine reduziert und den Abbau der mRNA  dieser
entziindungsfordernden Mediatoren induziert [Fiorentino et al., 1989; Opal et al., 2000]. Erhohte
IL-10-Plasmakonzentrationen konnten beim polytraumatisierten Patienten beobachtet werden.
Sowohl die Verletzungsschwere als auch die Entwicklung post traumatischer Komplikationen

wie Sepsis oder ARDS korrelieren dabei mit den IL-10-Plasmaspiegeln [Neidhardt et al., 1997].

Patienten mit bereits bestechendem Acute Respiratory Distress Sydrom (ARDS), die im
klinischen Verlauf verstarben, wiesen dabei die hochsten systemischen IL-10-Werte auf [Parsons
et al., 2005]. Die imunsuppressiven Eigenschaften des IL-10 konnten hier fiir als wesentliche
Ursache angesehen werden [Smith et al., 2000]. Aber auch eine inaddquate antiinflammatorische
Immunantwort kann das Outcome von Patienten negativ beeinflussen. So waren niedrige IL-10-
Konzentrationen im Rahmen einer akut auftretenden Beeintrichtigung der Lungenfunktion
(,,acute lung injury*) mit einer Progression der Erkrankung zum ARDS assoziiert [Pallister et al.,

2005].
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Nach operativen Eingriffen konnten jedoch auch Anstiege der systemischen Konzentrationen
antiinflammatorischer Mediatoren nachgewiesen werden [Naldini et al., 1998; Seekamp et al.,
1998; Smith et al, 2000]. So konnten erhdhte IL-10-Konzentrationen mit einem verldngerten
Aufenthalt auf der Intensivstation, einer lingeren Gesamtliegedauer im Krankenhaus und der
Entwicklung schwerer Infektionen assoziiert werden [Bown et al., 2004]. Auch bei septischen
Patienten waren die IL-10-Plasmaspiegel signifikant erhoht. Die IL-10-Konzentrationen korre-
lierten dabei mit der Erkrankungsschwere, da Patienten im septischen Schock im Vergleich zu
septischen Patienten ohne Schocksymptomatik deutlich hohere Werte aufwiesen [Martin et al.,
1997]. Ubereinstimmend wird berichtet, dass Patienten mit hohen IL-10-Konzentrationen im
Rahmen von Infektionen ein groferes Risiko aufwiesen, an dieser Erkrankung zu versterben
[Opal et al., 2000]. Gogos et al. [Gogos et al., 2000] schlussfolgerte, dass signifikant erhohte IL-
10-Plasmakonzentrationen bei Sepsis den besten Marker fiir die Erkrankungsschwere und das
Outcome darstellen. Allerdings muss beachtet werden, dass auch bei infektiosen Komplikationen
Basiskonzentrationen von IL-10 nétig sind, um eine iiberschieende Inflammation mit Fieber,
proinflammatorischer Zytokinproduktion und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten zu

verhindern [Gogos et al., 2000].

Studien haben gezeigt, dass Patienten mit einer metastasierten Tumorerkrankung bereits einer
signifikanten inflammatorischen Immunreaktion ausgesetzt sind, in der supprimierte TNFa- und
erhohte IL-10-Spiegel detektiert werden konnten. Dies kann unter Umstidnden die Tumorpro-
gression und Bildung von Metastasen beeinflussen [Kelly et al., 2006]. Eine zukiinftige Thera-
piestrategie liegt moglicherweise in der Antagonisierung der IL-10-induzierten Immun-
suppression. Da bei drei der in die Pilotstudie eingeschlossenen Patienten (TPO1, TP04, TP11)
Metastasen zu finden waren, ist nicht auszuschlieBen, ob hier bereits prdoperativ eine

systemische Immunreaktion stattgefunden hat.

Die Operationstechnik und die Art der Analgesie haben moglicherweise ebenfalls Auswirkungen
auf die systemische inflammatorische Immunreaktion. So zeigt die laparoskopische im Vergleich
zur offenen mesorektalen Resektion in erster Linie messbare klinische Vorteile beim intraopera-
tiven Blutverlust, einen niedrigeren Analgetika- und Narkotikaverbrauch, einer schnelleren
Riickkehr zu einer normalen Erndhrung sowie einer geringer ausgeprdgten Immunreaktion. Kein
Unterschied zeigte sich jedoch in der Rezidivrate, Mortalitdt, Morbiditit und dem Auftreten
einer Anastomoseninsuffizienz [Breukink et al., 2006]. Die heute gerade bei abdominellen

Eingriffen immer haufiger durchgefiihrte ,,Fast-track“-Behandlung kombiniert ein minimalinva-
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sives operatives Verfahren mit Periduralkatheteranalgesie sowie schneller postoperativer
Nahrungsaufnahme und Mobilisation. Dieses neue, multimodale Konzept bietet Patienten mit
kolorektaler Erkrankung eine komfortable perioperative Behandlung ohne Erh6hung der periope-
rativen Morbiditdt [Widmaier et al., 2007]. Inwieweit die Zytokinfreisetzung wihrend der
inflammatorischen Immunreaktion von dieser Methodik beeinflusst wird, ist bislang noch nicht

erforscht.

G 3.4 Cathepsin X und PMN-Elastase

Das typischerweise nach traumatischen Eingriffen auftretende SIRS [Baue et al., 2000; Mannick
et al., 2001] induziert sowohl die Aktivierung wie auch die Inhibierung der humoralen als auch
der zelluldren Immunantwort. In diesem Kontext spielen zirkulierende Monozyten neben
Neutrophilen eine bedeutende Rolle bei der Auspridgung eines Multiorganversagens [Oberholzer
et al., 2005]. Die lysosomale Carboxypeptidase Cathepsin X ist hauptsédchlich in Monozyten und
Makrophagen gespeichert und wird von aktivierten Immunzellen in die Zirkulation
ausgeschiittet. Um das diagnostische Potential von Cathepsin X als Entziindungsmarker zu defi-
nieren, wurde von Négler et al. [Négler et al., 2006] zur intra- und extrazelluldren Detektion und
Quantifizierung ein hochsensitiver und spezifischer Immunoessay (ELISA) vom Sandwich-Typ

entwickelt, welches auch in dieser Pilotstudie angewendet wurde.

In aktuellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass innerhalb der ersten 72 Stunden nach
Trauma die Plasmaspiegel von Cathepsin X deutlich erhoht waren, besonders bei Patienten, die
innerhalb des postoperativen Verlaufs verstorben waren [Nigler et al., 2006]. Im Vergleich zum
Entziindungsmarker PMN-Elastase zeigte sich Cathepsin X als zuverldssigerer Pradiktor mit

einer hoheren Signifikanz fiir das Uberleben der Patienten in der spiten posttraumatischen Phase.

Als eine fiir die Aufrechterhaltung eines Entziindungsprozesses besonders wichtige Proteinase
aus den PMN-Granulozyten hat sich die Serinproteinase Elastase (PMN-Elastase) erwiesen.
Dabei handelt es sich um ein im neutralen pH-Bereich wirksames Enzym, welches in der Lage
ist, alle 16slichen und strukturgebundenen Proteine abzubauen, solange es nicht durch seinen
Hauptantagonisten, den o;-Proteinase-Inhibitor (ot PI), inhibiert wird. Ein massiver Anstieg der
PMN-Elastase-Konzentration konnte bereits in der Vergangenheit bei polytraumatisierten
Patienten im Krankheitsverlauf gemessen werden [Jochum et al., 1994]. In der vorliegenden
Pilotstudie zeigte das mRNA-Expressionsprofil von PMN-Elastase in Granulozyten (Abb. F-17)
zunichst einen Abfall der Kopienzahl vom Oh- zum 6h-Messzeitpunkt.
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Auch wenn die Kopienzahlen insgesamt sehr gering waren, konnte anschlieBend vom 6h- zum
72h-Messwert eine Zunahme der Expressionsleistung detektiert werden. Obwohl auch in der
Zirkulation die Elastase-Spiegel der einzelnen Patienten stark differierten, ist ein erster Peak
unmittelbar 6 Stunden nach der initialen Abnahme zu erkennen, was fiir eine Ausschiittung von
gespeichterter Elastase aus aktivierten Granulozyten sprechen wiirde. Ein zweiter Peak fiel am
24h-Messzeitpunkt auf, was eventuell mit einer Hochregulation der mRNA korrelieren konnte

(Abb. F-23).

Die mangelnde direkte Korrelation zwischen den Spiegeln von Cathepsin X und PMN-Elastase
konnte damit zusammenhédngen, dass PMN-Elastase exklusiv von neutrophilen Granulozyten
(den priméren Entziindungszellen) in der frithen posttraumatischen Phase ausgeschiittet wird,
Cathepsin X hingegen hauptsdchlich von Monozyten und Makrophagen, die erst zu einer
spiteren Phase im Entziindungsprozess aktiviert werden. Das mRNA-Expressionsniveau von
Cathepsin X in Monozyten (Abb. F-18) zeigte sich in der vorliegenden Pilotstudie sowohl in den
absoluten Kopienzahlen, als auch in der Normierung auf das house-keeping-gen GAPDH im
Verlauf des Untersuchungszeitraumes relativ konstant. Eine diskrete Zunahme der Kopienzahlen
ist vom 6h- zum 12h-Wert hin zu erkennen, jedoch bei der hohen Standardabweichung nur als
Tendenz zu werten. Diese wird vermutlich durch die stark abweichenden Kopienzahlen der
beiden Patienten TP10 und TP11 vom Rest des Patientenkollektivs begriindet. Bei der Messung
von Cathepsin X auf Tranlationsebene kann man hingegen eine stetige Zunahme der in der
Zirkulation gemessenen Spiegel bis zum 48h-Wert erkennen, die bis zum Ende des Unter-
suchungszeitraumes (72h) wieder leicht fallen. Die Zahl der Monozyten im Differentialblutbild
zeigte sich im Verlauf des Untersuchungszeitraumes konstant, die der Granulozyten wiesen
einen diskreten Anstieg auf, was aber dennoch darauf schliefen ldsst, dass eine Zunahme der
PMN-Elastase und Cathepsin X-Spiegel nicht mit der Leukozytenzahl korreliert. Vielmehr
scheint die Aktivierung der entsprechenden Zellen zu erhdhten Konzentrationen in der Blutbahn

zu fihren.

G 4 Schwachen und Fehlerquellen des Studiendesigns

Offensichtlich ist fiir die Erzielung statistisch signifikanter Ergebnisse vor allem die geringe
Patientenzahl ein wesentliches Problem in Pilotstudien dieser Art. GroBe Patientenkollektive
konnen jedoch nur durch einen deutlich hoheren finanziellen, personellen und zeitlichen Auf-

wand erfasst werden, wobei die Durchfiihrung als Multi-Center-Studie zur Verkiirzung der
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Datenerfassungszeit eine wesentliche Bedingung darstellt. Obwohl kolorektale Karzinome
durchaus ein hdufiges Krankheitsbild darstellen, ist die operative Therapie mit anschlieBendem
stationdrem Aufenthalt entsprechend dem jeweiligen Patientengut und der Tumorart sowie —
ausdehnung sehr unterschiedlich. Die Grofe und Ausbreitung des Tumors kann unter Umstédnden
zu einer bereits langer bestehenden Immunreaktion fiihren, die post-operative inflammatorische
Prozesse beeinflussen konnte. Zusétzlich handelt es sich bei den in Frage kommenden Patienten
meist um &ltere Personen mit verschiedenen Co-Morbiditéten, die aufgrund der gesundheitlichen

Ausgangssituation die Vergleichbarkeit und Vereinheitlichung der Studienpatienten erschweren.

Eine ausfiihrliche Aufkldrung der Patienten iiber die Art und Durchfiihrung der Studie mit
entsprechender Einwilligung zeigt sich ebenfalls als diffizil, da die Patienten zusétzliche
Blutabnahmen scheuen und in der Vorbereitung auf die anstehende Operation bereits psychisch
belastet sind. Mehrfache Blutabnahmen zu exakten Messzeitpunkten iiber einen grofleren
Zeitraum — wie in der vorliegenden Pilotstudie praktiziert — sind oftmals durch den hohen
personellen Aufwand und die Anwesenheitspflicht zu den vorgegebenen Zeitpunkten, die meist
auch nachts stattfinden mussten, nicht durchfiihrbar. Die Proben miissen sofort nach der
Abnahme aufbereitet werden, was mit einem hohen zeitlichen Aufwand verbunden ist. Die
weitere [solierung, Seperation und Bearbeitung des Probenmaterials ist dariiber nur mit hohem
personellem Aufwand moglich. Im Rahmen meiner medizinischen Doktorarbeit war daher
sowohl aus zeitlichen als auch finanziellen Griinden die Begrenzung der Patientenzahl
unvermeidlich. Des Weiteren erscheint nach Auswertung der Messdaten der prospektiv
definierte Beobachtungszeitraum von immerhin 72 Stunden doch zu kurz angesetzt, um ein
eventuelles Abklingen der operativ induzierten Entziindungsreaktion nachweisen zu kdnnen. Bei
einem ldngeren Beobachtungszeitraum wéren préizisere Angaben iiber den Verlauf der

Immunreaktion moglich gewesen.

Als weitere Konsequenz fiir eine umfangreichere Studie wiére eine stirkere Fokussierung auf
einzelne Parameter und damit ggf. eine Reduktion der abzunehmenden Menge an Blut moglich.
AufBlerdem wire im Rahmen einer Multicenter Studie der Einschluss groferer Patientenkollektive

denkbar, um signifikante Ergebnisse zu erzielen.
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G 5 Schlussfolgerung und Ausblick

TNFa nimmt im Rahmen der Immunantwort nach Trauma, Sepsis oder groBBen Operationen zwar
eine zentrale Rolle im Rahmen der proinflammatorischen Immunreaktion ein, systemische
Konzentrationen dieses Zytokins kdnnen jedoch nicht als zuverldssiger diagnostischer Marker
fiir das Outcome gelten. Eine Erkldrung hierfiir ist in der Pharmakokinetik zu suchen [Lin et al.,
2000]. In verschiedenen Studien konnte auch fiir IL-8 kein signifikanter Zusammenhang mit
posttraumatischen Komplikationen nachgewiesen werden [Goodman et al., 1998; Lendemans et
al., 2004]. Dies ist allerdings auch nicht iiberraschend, da durch die Beurteilung der Patienten
anhand eines Parameters zum einen nicht der Komplexitét der posttraumatischen Entziindungs-
reaktion Rechnung getragen wird und zum anderen genetische Variationen innerhalb der Zyto-
kine nicht beriicksichtigt werden [Watanabe et al., 2005]. Des Weiteren haben epidemiologische
Studien gezeigt, dass demographische und soziodkonomische Faktoren wie Alter, Geschlecht,
Gewicht, Herkunft, Body Mass Index, Erndhrung, Alkoholkonsum und sozio6konomischer
Status einen Einfluss auf die Produktion von inflammatorischen Mediatoren haben [Eklund et
al., 2009]. Insbesondere miissen geschlechtsspezifische Unterschiede beriicksichtigt werden, da
in experimentellen Studien gezeigt werden konnte, dass Entziindungsreaktionen durch

Sexualhormone signifikant beeinflusst werden kdnnen [Yatkin et al., 2009].

Bei den antiinflammatorischen Mediatoren scheint das IL-10 nach den mehrheitlichen
Ergebnissen der klinischen Studien im Rahmen eines Polytraumas oder einer Sepsis als prog-
nostischer Mediator Verwendung finden zu kdnnen, um die Progredienz der Erkrankungen im
spateren klinischen Verlauf zu beurteilen [Hensler et al., 1997; Oberholzer et al., 2005].
Polytraumatisierte Patienten représentieren eine sehr heterogene Patientengruppe. Die Patienten-
gruppe in der vorliegenden Pilotsudie ist im Vergleich dazu deutlich homogener, weist aber
dennoch deutliche indiviuelle Unterschiede bei den mRNA-Expressionsprofilen der untersuchten
Zytokinen auf. Somit scheint die prognostische Beurteilung des klinischen Verlaufs und

Outcomes dieser Patienten anhand dieser Parameter nicht ausreichend sicher zu sein.

Die Relevanz von PMN-Elastase als Préadiktor fiir das klinische Outcome ist bislang noch nicht
entgliltig geklart. Mehrere Studien zeigten, dass eine Korrelation zwischen hohen PMN-Elastase
Serumkonzentrationen und schlechtem klinischen Zustand besteht. Als Marker fiir den

bestehenden Zustand des Patienten zeigt es sich daher als niitzlich.
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Die Rolle als prognostischer Faktor ist jedoch noch nicht abschlieBend geklart, da viele Studien
keine Differenz zwischen klinischem Krankheitsbild und PMN-Elastase Serumkonzentration im
Sinne eines richtungsweisenden Parameters beschreiben konnten [Lopez-Campos Bodineau et
al., 2009]. Studien mit groBeren Fallzahlen und unterschiedlichen Krankheitsbildern kdnnten
dabei richtungsweisend sein. In wieweit Cathepsin X als Pridiktor flir inflammatorische
Reaktionen in Frage kommt, miisste an grofleren Patientenkollektiven und Krankheitbildern mit
ausgeprigteren Immunreaktionen evaluiert werden. Tendenzen sind bereits in dieser Pilotstudie

zu erkennen, aber aufgrund des geringen Patientenkollektives nicht ausreichend aussagekriftig.

Beim PAXgene Abnahmesystem wurden Vorteile im Bezug auf die Praktikabilitit im klinischen
Alltag detektiert. Der teilweise auftretende Informationsverlust bei der Isolierung der mRNA
lasst jedoch an einem fldchendeckenden Einsatz in naher Zukunft zweifeln.In Anbetracht dieser
Uberlegungen erscheint die Korrelation mehrerer inflammatorischer Marker wie z.B. IL-6, IL-
10, CRP und Procalcitonin als eine Mdglichkeit, den prognostischen Wert der inflammatorischen
Parameter zu erhohen [Loisa et al., 2003, Miyaoka et al., 2005]. Ebenso diirfte die Einbeziehung
anderer Laborwerte wie Laktat und Thrombozytenzahl sowie diverser physiologischer Parameter
wie Herzfrequenz, Volumenbedarf und Blutdruck sinnvoll zu sein [Nast-Kolb et al., 1997; Pilz et
al., 1996]. Ob und wie eine Analyse der pro- und antiinflammatorischen Mediatoren fiir den
Verlauf und die Detektion von Immunschwéchen in Frage kommt, ist ebenfalls nur iiber einen
lingeren Studienverlauf zu erkldren. Interessant wire dariiber hinaus, ob und in welchem
Ausmal} es bereits bei kleinen operativen Eingriffen zu einer Induktion einer systemischen
Immunreaktion kommt. Ein Vergleich mit Patienten ohne signifikante Vorerkrankugen und

damit ggf. vorbestehenden Alterationen der Immunreaktion wére dariiber hinaus vorstellbar.
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