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Theoretische Grundlagen

1. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1.1. Kolorektale Eingriffe in der Viszeralchirurgie

Resektionen des Kolons und Rektums sind bei zahlreichen benignen und malignen
Krankheiten wie Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, Divertikulitis, Darmverschluss und
kolorektalen Karzinomen indiziert und stellen einen relevanten Anteil viszeralchirurgischer
Eingriffe dar. Dabei resultieren die resezierenden Verfahren meistens in einer mehr oder
weniger ausgedehnten Rekonstruktion des Gastrointestinaltraktes, beim GroBteil der
Resektion erfolgt die Rekonstruktion durch Verbindung der durch die Entfernung
entstandenen Darmenden, einer Anastomose. Auch bei Verletzungen, Ischamie des Kolons
und Rektums sowie proktologischen Krankheitsbildern kann die Notwendigkeit einer
Darmresektion bestehen.

Im Jahr 2017 wurden im Klinikum GroBhadern 2575 abdominalchirurgische Eingriffe
durchgefihrt. Davon entfielen 866 auf kolorektale Operationen. Dies entspricht in etwa 34%
aller durchgefiihrten abdominalchirurgischen Eingriffe. Die kolorektale Chirurgie nimmt in der
Klinik Uber 8% aller Eingriffe ein, und dies reflektiert die medizinische und 6konomische
Bedeutsamkeit dieses chirugischen Fachbereiches und der damit verbundenen Morbiditat
der Patienten.

1.1.1. Anatomie und Funktion des kolorektalen Darmabschnittes

Der Dickdarm wird von Caecum samt Appendix vermiformis, Kolon (Colon ascendens, Colon
transversum, Colon descendens, Colon sigmoideum) sowie Rektum und Analkanal gebildet
und umfasst mehrere anatomisch unterschiedliche peritoneale Zugehérigkeiten. Wahrend
Colon ascendens und descendens sekundéar retroperitoneal, Colon transversum und
Sigmoid intraperitoneal lokalisiert sind, liegen Caecum und Rektum retro- bzw.
extraperitoneal.

Die GefaBversorgung erfolgt gréBtenteils liber zwei Aste der Aorta abdominalis. Die A.
mesenterica superior sowie die A. mesenterica inferior. Die beiden GefaBBe stehen Uber die
Riolan-Anastomose - via A. colica sinistra - in Verbindung und garantieren somit die
ausreichende Blutversorgung des kolorektalen Darmabschnittes. Die Innervation erfolgt bis
zum Cannon-Béhm Punkt (etwa nach zwei Drittel des Colon transversum) durch den N.

vagus und wird dann vom Plexus sacralis Ubernommen [1, 2].

Primare Funktion des Dickdarms ist die Resorption von Wasser. Wahrend der Passage des
Darminhalts wird dieser auf etwa ein Drittel bis ein Viertel seines Volumens eingedicki.
Weitere wesentliche Funktionen sind die Resorption von Kohlenhydraten, Aminosduren und
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Salzen sowie die Sekretion eines seromukdsen Sekretes als Gleitmittel. Die im kolorektalen
Darmabschnitt vorherrschende physiologische Flora an obligaten und fakultativen Bakterien
dient dazu, Proteine und Kohlenhydrate zu Zellulose zu spalten. SchlieBlich ist der Dickdarm
noch verantwortlich fir die Ausscheidung von Eisen, Magnesium, Kalzium und Phophaten.

1.1.2. Enterale Anastomosen

Eine Anastomose (griech. Einmiindung, Offnung) ist eine operativ angelegte Verbindung von
Hohlorganen, Blut- oder LymphgeféBen. Diese Arbeit befasst sich mit Enteroanastomosen,
d.h. der operativen Verbindung zweier Darmabschnitte nach Resektion oder zur Umgehung
eines auzuschaltenden Darmstlicks [3]. Man unterscheidet drei technische Formen enteraler

Anastomosen:

e End-zu-End-Anastomose Wiederverbindung von zwei
Hohlorganstiimpfen nach Teilresektion bzw.
zur Interposition

e End-zu-Seit-Anastomose Ein endstandiger Hohlorganstumpf wird
seitlich in einen anderen Organabschnitt
oder in ein anderes Hohlorgan eingenaht

e Seit-zu-Seit-Anastomose Seitliche Eréffnung zweier

Hohlorganabschnitte und anschlieBende
operative Verbindung

1.1.3. Aktuelle Techniken der Anastomisierung

Die Nahttechnik, die heutzutage am haufigsten zur Anastomosennaht angewandt wird, ist die
einreihige oder zweireihige allschichtige Naht. Diese kann entweder in Einzelknopftechnik
oder in fortlaufender Naht erfolgen. Vorteil der allschichtigen Nahtmethode ist die
schichtgerechte Adaption der Darmwand, welche die rasche Wiederherstellung der
GefaBversorgung im Anastomosenbereich garantiert und im Gegensatz zu in- oder
evertierten Nahten bessere klinische Ergebnisse zeigt [4]. Die Albert-Naht stellt die
einfachste Variante der Einzelknopfnaht dar. Da jedoch der Stichkanal bis ins Darmlumen
fuhrt, werden Infektionen potentiell beglnstigt. Die extramukdse auBen geknipfte Naht
garantiert bei exakter Durchflihrung die genaue Adaption aller Wandschichten, ohne dabei
ins Lumen zu fUhren. Die fortlaufende Naht wird mit einem resorbierbaren, monofilen Faden
durchgefiihrt und bietet den Vorteil der gleichméaBigeren Druckverteilung im
Anastomosenbereich. Sie ist gewebeschonender sowie zeit- und kostensparend, kann
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jedoch nur an frei beweglichen Darmabschnitten eingesetzt werden und birgt bei Mangel an
Erfahrung die Gefahr einer zu locker oder straff genahten Anastomose [5].

Eine Alternative zur Handnaht, die insbesondere in der laparoskopischen Chirurgie sowie bei
Anastomosen im Rektumbereich (zirkuldre Klammernahtgerate) Anwendung findet, ist die
Verwendung eines Klammernahtgerates (Staplers). Mit Hilfe von zirkuldr angeordneten
Edelstahlklammern wird eine regelmaBige Klammernaht erstellt. Die instrumentelle
Klammernaht hat den Vorteil, dass sie standardisiert ist und somit mdglicherweise
unabhéangiger von der Erfahrung des Operateurs ist. Darlberhinaus beglnstigt diese
Technik potentiell die gleichméBige Durchblutung der Darmenden durch geringere
Traumatisierung des Gewebes im Bereich der Anastomose [6].

Letztendlich ist die Wahl der Anastomosentechnik abhangig von der klinischen Situation, der
vorliegenden Gewebequalitédt sowie bei letztlich nicht klarer Empfehlung einer Technik bei
fehlender Evidenz Entscheidung des Operateurs. Sie obliegt auch nicht zuletzt dem 6értlichen
Standard. Oberste Prioritat ist es, eine ungestérte Wundheilung zu erreichen und ein
bestmdgliches funktionelles Ergebnis zu erhalten. Dies wird durch Spannungsfreiheit und
gute Durchblutung im Wesentlichen bestimmt [7]. Tabelle 1 stellt die in der Klinik for
Allgemein-, Viszeral-, GefaB3- und Transplantationschirurgie des Klinikums der Universitat
Minchen zum Studienzeitpunkt sowie auch aktuell auf Boden der aktuellen Evidenz und
internationalen Standards etablierten und durchgefliihrten Anastomosentechniken dar.

Anwendungsort der Naht Anastomosentechnik

Kolon und rektosigmoidealer = Fortlaufende, zweireihige

Ubergang Seit-zu-End oder Seit-zu-Seit
Anastomose

Rektum Seit-zu-End Anastomose mit
zirkularem

Klammernahtgerat (sog.
Double-Stapling-
Anastomose)

Koloanale Anastomose Transanale, allschichtige
Einzelknopfnaht

Tabelle 1: Standards der angewendeten Anastomosentechniken

1.2. Postoperative Komplikationen nach kolorektalen Eingriffen

Mehr als 230 Millionen Menschen pro Jahr unterziehen sich weltweit chirurgischen
Eingriffen. Die Mehrzahl der Eingriffe sind durch ein eher geringes Operationsrisiko
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charakterisiert, dennoch nehmen postoperative Komplikationen in der operativen Medizin
einen groBen Stellenwert als Todesursache ein [8].

Im Jahr 2010 wurden deutschlandweit Gber 126 000 Operationen an Kolon und Rektum
durchgefuhrt [9]. Postoperative Komplikationen stellen dabei auch heute noch ein
wesentliches Problem dar. Die Morbiditat und Mortalitdt nach durchgefiihrtem kolorektalen
Eingriff erscheint in der Literatur mit einer Haufigkeit zwischen 5 und 40%, je nach Art des
Eingriffs und Charakteristik des untersuchten Patientenguts [10].

1.2.1. Intraabdominale septische Komplikationen

Zu den haufigsten und bedrohlichsten Komplikationen nach kolorektal-chirurgischen
Eingriffen  zahlen infektibse = Komplikationen [11]. Dazu gehdren chirurgische
Woundinfektionen (SSI, Surgical Site Infection), sowie intraabdominale Abszesse und die
Anastomoseninsuffizienz. Diese stehen nicht selten intraindividuell im Zusammenhang. Die
Anastomoseninsuffizienz stellt als haufige Ursache einer Peritonitis und Sepsis eine
gravierende Komplikation mit oft schwerwiegenden Folgen fur die Patienten dar [12]. Diese
Komplikationen haben unterschiedlich ausgepragten Einfluss auf das Outcome der Patienten
und bedirfen daher einer friihzeitigen und akkuraten Diagnose. Bereits mehrfach wurde
festgestellt, dass sich intraabdominale septische Komplikationen negativ auf das kurzfristige
Uberleben auswirken und die Mortalitat innerhalb der ersten 30 Tage nach Eingriff signifikant
erhdht ist [13, 14]. Auch das langfristige Uberleben zeigt sich nach Anastomoseninsuffizienz
vermindert [15]. Der Effekt von Anastomoseninsuffizienzen auf das onkologische Outcome
auBert sich sowohl in einer signifikant héheren lokalen Rezidivrate als auch in einem
geringeren krankheitsfreien Uberleben [16-19]. Bei friihzeitiger Diagnosestellung kann die
komplikationsbedingte Letalitatsrate vor allem durch die zeitgerechte Einleitung einer
Antibiotikatherapie sowie invasive MaBnahmen (Revisionseingriff, interventionelle Therapie)
reduziert werden [20]. Es wurde gezeigt, dass die Letalitdtsrate bei elektiven
intraabdominalen Eingriffen bei inadaquatem, verzégertem Beginn der Antibiotikatherapie
auf bis zu 45% ansteigen kann, wahrend sie bei zeitgerechter Verabreichung des
Antibiotikums bei nur 16% liegt [21]. Der zeitnahe Beginn einer effektiven Antibiose resultiert
in einer signifikanten Reduktion von Morbiditat und Mortalitat [22, 23].

1.2.1.1. Chirurgische Wundinfektion

Chirurgische Wundinfektionen (Surgical Site Infection) treten bei offener kolorektaler
Chirurgie in 2-25% der Falle auf und sind mit Risikofaktoren wie BMI > 30, perioperativer
Transfusion, mannlichem Geschlecht, ASA-Score > Ill und fakaler Wundkontamination
assoziiert [24, 25]. Auch wenn sie eher selten lebensbedrohlich sind, stellen sie durch
erhbéhte Kosten und verldngerter Krankenhausaufenthaltsdauer eine nicht zu
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vernachlassigende Komplikation dar [26]. Wundinfektionen treten um den 9. — 10.
postoperativen Tag auf und werden durch Wiederer6ffnung der abdominalen Wunde, lokaler
Wundversorgung und ggf. Antibiotikatherapie therapiert [26, 27].

1.2.1.2. Intraabdominaler Abszess

Die Entstehung von intraabdominalen Abszessen hangt primar von der Krankheitsursache
ab und wird durch krankheitsunabhangige Faktoren (z.B. Alter, Allgemeinzustand,
Immunitatslage) beeinflusst. Intraabdominale Abszesse entstehen in erster Linie in Folge von
praexistierenden Infektionen oder durch Austreten von Darminhalt wahrend oder nach der
Operation (z.B. bei Anastomoseninsuffizienz). Unter sonographischer und/oder CT-Kontrolle
kénnen intraabdominale Abszesse punktiert und Uber eine Drainage wirksam entlastet
werden [28].

1.2.2. Anastomoseninsuffizienz

Hauptgrund flir das Auftreten von postoperativen intraabdominalen septischen
Komplikationen ist die Anastomoseninsuffizienz. Sie stellt die schwerwiegendste
Komplikation im postoperativen Verlauf dar.

1.2.2.1. Definition

Die Anastomoseninsuffizienz ist definiert als vollstandiger Wanddefekt des Intestinums oder
Kolorektums im Bereich einer chirurgischen Naht mit der Folge, dass intra- und
extraluminaler Raum miteinander kommunizieren [5]. Jeder FlUssigkeitsaustritt nach
extraluminal im Bereich der neu geschaffenen Verbindung, der zu lokaler Entzindung flhrt,

ist definitionsgemaf als Anastomoseninsuffizienz zu bezeichnen [29].

1.2.2.2. Inzidenz und Mortalitat

Die Anastomoseninsuffizienz ist die haufigste und gleichzeitig die am meisten geflirchtete
Komplikation nach einem kolorektalen Eingriff. Sie stellt eine deutliche Belastung flr den
Patienten und den verantwortlichen Chirurgen im postoperativen Verlauf dar [30]. Trotz
verbesserter OP-Techniken, instrumentellem Fortschritt und aller chirurgischer Sorgfalt ist
die Zahl an Nahtinsuffizienzen immer noch hoch (Tabelle 2) [31]. Tabelle 2 zeigt eine
Literaturbersicht Uber die Rate an Anastomoseninsuffizienzen verschiedener prospektiver
Studien, welche Patienten einschlossen, die in der Zeit von 1990 bis 2008 eine
Rektumresektion mit anschlieBender kolorektaler Anastomose erhielten. Die Konsequenzen
einer Nahtinsuffizienz kénnen verheerend sein. Die Mortalitdt nach Auftreten einer
Anastomoseninsuffizienz liegt bei 19 — 33% [32].

Den nachhaltigen Einfluss einer Anastomoseninsuffizienz auf das OP-Ergebnis illustrierten
Fielding et al. bereits 1980. In einer Studie mit 1446 Patienten, die sich einem kolorektalen
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Eingriff unterzogen, lag die Mortalitdt in der Gruppe ohne Auftreten einer
Anastomoseninsuffizienz bei 7,1%. Im Gegensatz dazu war die Letalitdtsrate in der
Vergleichsgruppe mit Insuffizienz mehr als dreimal so hoch. Zweiundzwanzig Prozent der
Patienten verstarben infolge einer Nahtinsuffizienz [33].

Studie Jahr | Gesamtpatientenzahl Insuffizienzrate Mortalitat
Walker, et al. [34] 2004 | n=1722 1,6% (n=27) n.a.

Kube, et al. [35] 2010 | n=28271 3,0% (n=844) 18,7% (n=157)
McArdle, et al. [14] 2005 | n=2235 3,8% (n=86) 16% (n=14)
Manilich, et al. [36] 2012 | n=3553 3,8% (n=80) n.a.

Krarup, et al. [37] 2014 | n=9333 6,4% (n=593) 29,2%(n=173)
Bakker, et al. [38] 2013 | n=15667 7,5% (n=1176) 29,8% (n=193)
Fielding, et al. [33] 1980 | n=1466 13% (n=191) 22% (n=42)

Tabelle 2: Literaturiibersicht prospektiver Studien Uber die Rate an Anastomoseninsuffizienzen sowie Uber die Mortalitdt nach
Auftreten einer Anastomoseninsuffizienz. Eingeschlossen wurden Patienten die eine Rektumresektion mit folgender Anlage
einer kolorektalen Anastomose erhielten.

1.2.2.3. Risikofaktoren

Anastomoseninsuffizienz nach kolorektalen Eingriffen ist fuhrend als Ursache fir das
postoperative Versterben und stellt den gréBten Risikofaktor dar, dass ein permanentes
Stoma angelegt werden muss [39]. Die zugrundeliegenden Risikofaktoren fiir das Auftreten
einer Anastomoseninsuffizienz sind vielfaltig. Trotz umfangreicher Studien zur Analyse von
Risikofaktoren und praventiven MaBnahmen ist die Inzidenz in den letzten Jahrzehnten
gleichbleibend hoch. Daher kommt wiederum der frihzeitigen Diagnose und adaquaten
Therapie eine relevante Bedeutung zu.

Das Risiko einer Insuffizienz ist vor allem abhangig von der HOhe (Abstand der frisch
genahten Anastomose vom analen Rand) der angelegten Anastomose [40]. Die meisten
Studien haben gezeigt, dass dies den wichtigsten pradiktiven Faktor flir das Auftreten einer
Insuffizienz darstellt. Dinndarm und ileokolische Anastomosen haben mit 1 — 3% die
geringste Insuffizienzrate. Die hdchste Rate findet man bei koloanalen, also sehr tief
angelegten Anastomosen. Das Risiko, nach einer tiefen anterioren Resektion des Rektums
(TAR) eine Anastomoseninsuffizienz zu erleiden, liegt bei bis zu 23% und ist damit fihrend in
der Haufigkeit [39, 41-45].

Neben der HOéhe der Anastomose zahlen ménnliches Geschlecht, vorausgegangene
abdominale Eingriffe, chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED), sehr lange
Operationszeit, Vorliegen eines Rektumkarzinoms mit einem Abstand von < 12 Zentimeter
vom analen Rand, ASA Score > lll, Patientenalter (= 75 Jahre) und die Art des chirurgischen
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Eingriffes zu den Hauptrisikofaktoren [42]. DarlUber hinaus hat sich gezeigt, dass
insbesondere Patienten nach neoadjuvanter Strahlentherapie mit einem erhéhten Risiko fir
das Auftreten einer Anastomoseninsuffizienz behaftet sind [43, 44, 46].

Eine Vielzahl von Studien hat weitere Risikofaktoren aufgezeigt, die potenziell negativen
Einfluss auf die Sicherheit einer Anastomose haben [38, 44, 47-50]. Diese werden
nachfolgend in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Potenzielle Risikofaktoren fiir eine Anastomoseninsuffizienz

Systemische Einflussfaktoren Schlechter Erndhrungsstatus
Massiver Blutverlust
Sepsis
lleus
Notfall-Eingriff

Lokale Einflussfaktoren Einsatz von Lokalanasthetika
Gewebequalitat von Omentum und
Peritoneum
Praoperatives Vorliegen eines protektiven
Stomas

Operateur-assoziierte Faktoren Mangelnde Erfahrung
Schlechte Nahttechnik
Falsche intraoperative Beurteilung

Tabelle 3: Potenzielle Risikofaktoren fiir eine Anastomoseninsuffizienz [39-44, 46-50]

1.2.2.4. Klinisches Bild

Das klinische Bild einer Anastomoseninsuffizienz stellt sich sehr variabel dar. Abhangig
davon, ob die Leckage durch Gewebe gedeckt ist und ob eine Kontamination der
Bauchhdhle vorliegt, kénnen die vorliegenden Symptome stark variieren [11]. Eine
Veranderung des austretenden Sekretes der intraoperativ im Anastomosenbereich
eingebrachten Drainage liefert den augenscheinlichen Hinweis flr das Vorliegen einer
Anastomoseninsuffizienz. Nichtsdestotrotz geben primar klinische Zeichen wie zunehmende
Bauchschmerzen und Fieber Indiz auf eine mégliche Leckage der angelegten Anastomose.
Grundsatzlich sollte bei jedem Patienten, der postoperativ Symptome wie Fieber, Hypotonie,
Tachykardie, Tachypnoe oder Bewusstseinseintriibung bis hin zur Somnolenz aufweist, eine
Anastomoseninsuffizienz ursachlich ausgeschlossen werden. Auch eine generelle
Verschlechterung des Allgemeinzustandes, Darmparalyse und klinische Zeichen einer
Peritonitis sollten als potentielle Indikatoren einer aufgetretenen Insuffizienz der Anastomose
angesehen und ernst genommen werden. Allerdings wird sowohl im klinischen Alltag als
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auch in Studien beobachtet, dass klinische Parameter unzuverlassige und spéate Indikatoren
darstellen [51, 52]. Neben klinischen Parametern geben auch pathologische laborchemische
Veranderungen Hinweis auf eine mogliche Leckage.

1.2.2.5. Diagnostik

Bei jeglicher Abweichung des postoperativen klinischen Verlaufes von der Norm sollte eine
Anastomoseninsuffizienz als Ursache ausgeschlossen und eine diagnostische Abklarung
erfolgen. Neben der Beurteilung des klinischen Befindens und der laborchemischen Kontrolle
der Entzindungsparameter stellt der nachste Schritt eine Schnittbildgebung ggf. in
Kombination mit einer endoskopischen Kontrolle der angelegten Naht dar. Hierbei lassen
sich mutmagliche Dehiszenzen und Ischdmien der Schleimhaut sowie die septischen Folgen
wie Austritt von Darminhalt und Luft nach intraabdominal sowie Peritonitis und Abszedierung
darstellen. Mit einer Sensitivitdt von 89% stellt die Computertomographie mit
wasserldslichem Kontrastmittel die zuverlassigste diagnostische Methode zur Detektion der

Anastomoseninsuffizienz dar.

1.2.2.6. Therapie

In Abhangigkeit der vorliegenden Kklinischen Situation bestehen unterschiedliche
Therapieoptionen bei Anastomoseninsuffizienz [20, 53, 54]. Gemeinsames therapeutisches
Ziel aller Optionen ist, die Kontamination des Operationsgebietes zu vermeiden, das
Auftreten einer Sepsis zu verhindern und falls méglich den Verschluss der Insuffizienz mit
Funktionserhalt des betroffenen Darmabschnittes zu gewéhrleisten. Gedeckte Insuffizienzen
ohne Vorliegen einer Sepsis kdnnen konservativ oder endoskopisch bzw. interventionell
therapiert werden. In der endoskopischen Therapie sind unterschiedliche Verfahren wie die
Endo-Sponge-Therapie, die submukdse Injektion von Fibrinkleber sowie das Anwenden von
Clips etabliert [53]. Insbesondere die Schwammtherapie scheint erfolgsversprechend zu
sein. Durch Stimulation der Bildung von Granulationsgewebe kann eine beschleunigte
Wundheilung und somit eine verklrzte Liegedauer erreicht werden. Endoskopisches Clipping
sowie die Injektion von Fibrinkleber stellen bei der Anastomoseninsuffizienz aufgrund der
vorliegenden meist schlechten Gewebeverhaltnisse limitierte Therapieoptionen dar. Bei
klinischen Zeichen einer Sepsis, nekrotischen Darmabschnitten oder technischem Versagen
der Anastomose ist ein chirurgisches Vorgehen indiziert. Fokussanierung durch
Reanastomisierung mit oder ohne protektivem Stoma und die Diskontinuitatsresektion
(Hartmann-Operation) reprasentieren dabei die therapeutischen Optionen [11].

1.3. Immunmarker

Aufgrund der geringen Aussagekraft klinischer Symptome ist die Suche nach Biomarkern die
das Vorliegen einer postoperativen septischen Komplikationen friihzeitig anzeigen von
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groBem Interesse. Ein Biomarker ist definiert als ein Parameter, der objektiv als ein Indikator
eines pathogenetischen Prozesses gemessen werden kann. Die ldealkonstellation eines
Markers liegt vor, wenn dieser isoliert bereits vor dem Auftreten klinischer, haufig
unspezifischer, Symptome signifikant ansteigt und zudem prognostische Aussagekraft
bezlglich des weiteren Krankheitsverlaufes und Outcome besitzt. Der Marker sollte, neben
hoher diagnostischer Sicherheit, auch 6konomische Faktoren bericksichtigen. Um die
Etablierung eines Biomarker in der klinischen Routine zu ermdglichen, ist eine schnelle und
kostengulnstige Bestimmungsmethode notwendig.

In den letzten Jahren wurden insgesamt 24 Studien durchgeflihrt, die unterschiedliche,
systemische Marker auf ihre diagnostische Wertigkeit hinsichtlich der frihzeitigen Detektion
von infektidsen Komplikationen und Anastomoseninsuffizienz nach kolorektalen Eingriffen
untersuchten [51]. Der Fokus der Studien lag dabei in der Analyse von unspezifischen
systemischen Markern einer Entziindung. Die Identifikation eines Serum-Markers, der das
friihzeitige Aufzeigen einer postoperativen septischen Komplikation erméglicht, ware sowohl
flr Patienten als auch fur den behandelnden Chirurgen ein enormer Benefit.

Das folgende Kapitel gibt eine Ubersicht (iber die in der vorliegenden Studie untersuchten
Serum-Marker.

1.3.1. Klinisch etablierte Entziindungsmarker

1.3.1.1. Leukozytenzahl

Die Bestimmung der Leukozytenzahl im Blut zahlt zu den Aaltesten laborchemischen
Indikatoren einer Entziindung und einer Infektion. Sie dient der Diagnostik sowie der
Therapiekontrolle von Infektionen und Entzindungen jeglicher Genese. Da die
Leukozytenzahl durch zahlreiche Stérvariablen (Malignome, Stoffwechselstérungen,
Operationstrauma) beeinflusst wird und erheblichen intraindividuellen Schwankungen
unterliegt, ist die isolierte Betrachtung dieses Markers in Bezug auf die Detektion
postoperativer infektioser Komplikationen nur wenig aussagekraftig [55]. Bisher existieren
nur wenige Studien, welche die peri- bzw. postoperative Dynamik des Entziindungsmarkers
untersuchen. Verkkala zeigte in einer 1987 durchgefihrten Studie an 153 Patienten, dass
postoperative Infektionen mit erhdéhten, normwertigen oder erniedrigten Leukozytenzahlen
einhergehen kénnen [56]. Auch nach kolorektaler Chirurgie scheint die Bestimmung der
Leukozytenzahl ein unzuverlassiger Indikator eines vorliegenden inflammatorischen
Prozesses zu sein. Beschrieben wurde dies durch eine im Jahr 2016 durchgefiihrte
Ubersichtsarbeit [51].
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1.3.1.2. C-reaktives Protein

C-reaktives Protein (CRP) ist ein Akute-Phase-Protein und wurde erstmals im Jahr 1930
durch Tillet und Francis beschrieben [57]. Es z&hlt zu der Familie der kurzen Pentraxine,
deren gemeinsames Merkmal eine zyklische, pentamere Struktur, Sequenzhomologie und
Kalzium-abhangige Liganden-Bindung ist [58]. Seinen Namen erhielt der Marker aufgrund
seiner Eigenschaft, mit dem somatischen C-Polysaccharid der Zellwand des Erregers
Streptococcus pneumoniae zu prazipitieren [59].

CRP nimmt als Aktivator des Komplementweges eine grundlegende Rolle im angeborenen
Immunsystem ein. Es bindet Phosphocholin und initiiert auf diese Weise die Phagozytose
fremder und geschédigter Zellen [60]. CRP wird von Hepatozyten stimuliert durch
proinflammatorische Zytokine, insbesondere Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1 (IL-1) und
Tumor-Nekrosefaktor a (TNFa), als Antwort auf eine Entziindung oder Gewebsschaden
synthetisiert [58].

Wie viele Akute-Phase-Proteine ist CRP auch bei Gesunden immer im Blutserum
nachweisbar. Im Rahmen von Entziindungsgeschehen kommt es jedoch zu einem rapiden
und ausgepragten Anstieg. Bei gesunden, jungen Individuen liegt der Serumgehalt bei circa
0,8 mg/L. Als Reaktion auf ein entziindliches Geschehen kommt es beginnend nach 6
Stunden zu einem Anstieg des CRP-Spiegels, welcher nach etwa 48 Stunden sein Maximum
erreicht. Es kénnen Spitzenwerte von bis zu 400 mg/dl erreicht werden [61]. Dies stellt das
10 000- fache der urspriinglichen Konzentration dar. Die Plasmahalbwertszeit von CRP ist
konstant und betragt sowohl unter gesunden Bedingungen als auch bei Vorliegen von
Entziindung und Krankheit 19 Stunden. Aufgrund der kurzen Plasmahalbwertszeit entspricht
die Plasmakonzentration der Syntheserate des Akute-Phase-Proteins. Als einzige
Determinante spiegelt die Plasma-CRP-Konzentration somit die Intensitat des vorliegenden
pathologischen Prozesses direkt wieder [59]. Nach Wegfall des Stimulus einer erhdhten
CRP-Produktion fallt der Serum-Spiegel rasch wieder ab.

1.3.1.3. Procalcitonin

Procalcitonin (PCT) wurde erstmals 1984 als ein 116-Aminosauren-Protein mit einer Masse
von 14 kDa beschrieben [62]. Es stellt den Vorlaufer des Hormons Calcitonin dar, dass
normalerweise von den C-Zellen der Schilddrise als Reaktion auf eine Hyperkalzémie
synthetisiert wird. PCT besteht aus 3 Fragmenten: KC (Katacalcin), CT (Calcitonin) und dem
N-terminalen Fragment. Es wird durch eine spezifische Protease gespalten.

Der genaue Mechanismus der entziindungsabhangigen PCT-Produktion ist noch nicht
vollstandig verstanden. Studien haben gezeigt, dass PCT auch bei thyreoidektomierten
Patienten mit schwerer Entziindung und Sepsis erhdht ist. Demzufolge muss die Schilddriise
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als isolierter Bildungsort ausgeschlossen werden [63]. Es wird postuliert, dass PCT durch
Entzindungsaktivitat getriggert sowohl in der Leber als auch von peripheren mononukleéren
Blutzellen (PBMCs) sezerniert und von Lipopolysacchariden und proinflammatorischen
Zytokinen reguliert wird [64].

Die Halbwertszeit von PCT liegt bei 25 — 30 Stunden. Unter physiologischen Bedingungen
zeigen sich Plasmakonzentrationen unter 0,5 ng/ml. Im Rahmen schwerer Infektionen und
Sepsis ist ein Anstieg auf das Uber 10 000- fache mdglich. Der Anstieg der PCT-
Plasmakonzentration in Patienten mit Sepsis korreliert mit der Mortalitdt sowie mit dem
Aktivitatsgrad der Entziindung [65-68]. Studien haben gezeigt, dass Lipopolysaccarid (LPS,
Endotoxin), ein Bestandteil gram-negativer Bakterien, ein potenter Trigger der PCT-
Freisetzung ist [68]. Demzufolge ist PCT ein potentiell wichtiger diagnostischer Marker bei
systemischen bakteriellen Entzindungen und findet im klinischen Alltag Anwendung als
Verlaufsparameter bei Patienten mit schwerer Entziindung und Sepsis. Dariiber hinaus
zeigte PCT im Vergleich zu CRP in Studien eine hdhere Sensitivitdt und Spezifitat fur
bakterielle Infektionen [69-71].

1.3.2. Innovative experimentelle Entziindungsmarker

1.3.2.1. HLA-DR

Das humane Leukozyten-Antigen-DR (HLA-DR) ist ein Haupthistokompatibilitdtskomplex
(Major Histocompatibility Complex, MHC)-Klasse 1l Oberflachenantigen, das am kurzen Arm
des Chromosoms 6 vom HLA-Komplex kodiert wird. Der ausgepragte Polymorphismus in der
genetischen Kodierung der HLA-Molekile ist verantwortlich fir die groBe Zahl an HLA-
Phanotypen. Aus dieser groBen Variabilitdt resultiert die individuelle Dynamik des
Immunsystems, auf verschiedene Antigene unterschiedlich stark zu reagieren. HLA-DR
spielt damit mutmaBlich eine Rolle in der von Mensch zu Mensch variierenden Anfalligkeit fir
Infektionskrankheiten und  scheint ferner fir autoimmune  Funktionsstérungen

mitverantwortlich zu sein [72].

Die Glykoproteinmolekille werden auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen konstitutiv exprimiert und unterliegen der primaren Funktion der
Antigenprasentation. Durch Phagozytose aufgenommen Antigene werden mit Hilfe des HLA-
DR préasentiert und von Cluster of differentiation 4+ (CD4+) T-Helferzellen erkannt und
gebunden. Dadurch erfolgt eine Aktivierung weiterer Effektorzellen und eine spezifische

Immunantwort wird ausgeldst.

Der HLA-DR-Wert gibt als Surrogatmarker Information Gber die individuelle zellulare
Immunkompetenz  eines Patienten. Er ist Ausdruck einer infektionsbedingten
Immunsuppression[73, 74]. Verminderte monozytdre HLA-Expression (mHLA-DR-
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Expression), die mit Hilfe der Durchflusszytometrie nachgewiesen werden kann, korreliert mit
erhéhtem Infektionsrisiko. Demonstriert wurde dies durch Ddcke et al. 1997, die eine positive
Korrelation zwischen verminderter HLA-DR-Expression und erhdhter Mortalitat bei Patienten
mit Sepsis erkannten [75]. Die Erkennung stark verminderter HLA-Expression kénnte daher
einen Hinweis auf temporare Immunsuppression geben und so ein rasches Eingreifen zur

Vermeidung infektiéser Komplikationen ermdglichen [76].

1.3.2.2. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6), ein Glykoprotein mit einer Masse von 21 kDa, wurde erstmals 1986
identifiziert. Seine charakteristische Struktur besteht aus vier langen a-Helices, angeordnet in
einer definierten Auf-Auf-Ab-Ab Topologie [77].

Es wird von Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen, dendritischen Zellen
und Mastzellen sowie von B-Lymphozyten und CD4+T-Helferzellen sezerniert. Ein geringer
Anteil von IL-6 stammt auch aus der Sekretion von Nicht-Immunzellen wie Endothelzellen,
Astrozyten, Epithelzellen und aus einigen malignen Zellenarten. Die Produktion von IL-6 wird
durch ein groBes Spektrum an Stimuli initiiert. Gemeinsames Merkmal aller Stimuli ist die
Repréasentation von Gewebsschaden und Stress. IL-6 reguliert die Entzindungsreaktion im
Kérper als Induktionsfaktor der Akute-Phase-Protein-Synthese, indem es direkt mit dem auf
Hepatozyten reprasentierten IL-6-Rezeptor interagiert [78].

Unter physiologischen Bedingungen liegt die Plasmakonzentration an IL-6 bei unter 1 pg/ml
[79]. Erhdhte Werte treten bei schweren Entzindungsgeschehen auf. Insbesondere bei
Sepsis kdnnen Spitzenkonzentrationen erreicht werden, wobei die Werte dann auf das bis zu
1000-fache erhéht sein kdnnen [80]. Die Halbwertszeit von IL-6 liegt bei wenigen Sekunden,
so dass nach Wegfall des proinflammatorischen Stimulus schnell wieder Normwerte erreicht

werden.

1.3.2.3. Endotoxin

Endotoxin ist ein LPS, das auf der &uBeren Membran gramnegativer Bakterien (z.B.
Enterobacteriaceae, Neisserien, Clamydien) lokalisiert ist und als biologisch aktiver,
struktureller Membranbestandteil an vielen physiologischen Funktionen teilnimmt. Erstmals
entdeckt wurde die hitzestabile, bakterielle Membrankomponente von Pfeiffer et al. Ende des
19. Jahrhunderts. Da der gefundene bakterielle Membranbaustein im Rahmen seiner
Experimente zu Schock und Tod der Versuchstiere flhrte, nannte er seine Neuentdeckung
~Endotoxin® [81].

LPS besteht aus 3 Hauptbestandteilen: Dem O-Polysaccharid, dem Core-Oligosaccharid und
der Lipid-A-Komponente. Das O-Polysaccharid ist aus bis zu 60 sogenannten
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,oligosaccharide repeating units® aufgebaut, die als Komplex gemeinsam das O-
Kettenpolymer aus 1 — 7 Zuckermolekillen bilden. Die O-Kette ist verantwortlich fir die
Serotypcharakterisierung einzelner Bakterien, da sie sich je nach vorliegendem
Bakterienstamm in Lange und Zusammensetzung unterscheidet. Zu den funktionellen
Hauptaufgaben der O-Kette zédhlen die Modulation der Komplementaktivierung sowie seine
Funktion als Rezeptor fir Bakteriophagen.

Auf die O-Kette folgt das entwicklungsgeschichtlich héher konservierte Core-Oligosaccharid,
das aus einem inneren und einem auBeren Anteil besteht. Das Core-Oligosaccharid wirkt
Uber seinen &uBeren Anteil als Phagenrezeptor und hat Uber seinen inneren Anteil sowohl
funktionellen Bestandteil an der Komplementaktivierung als auch an der Modulation der
Lipid-A-Aktivitdt.  Chemisch  strukturell besteht es aus mehreren 2-Keto-3-
Desoxyoctansauremolekilen, die mit L-Glycero-D-Mannoheptosemolekilen verbunden sind.

Letzter, kovalent an das Core-Oligosaccharid gebundener Bestandteil des Endotoxins ist die
Lipid-A Komponente, die als hydrophober Anteil des amphiphilen LPS-Molekdls fungiert. Aus
4 — 6 Hydroxyfettsauren aufgebaut ist es Uber Ester- oder Amidbindungen mit einem 2- fach
phosphoryliertem Glukosaminrest verbunden. Die Lipid-A Komponente ist ursachlich fur die
toxische Wirkung des LPS und dient der Komplementsystemaktivierung Uber den
klassischen, antikérperunabhangigen Weg. SchlieBlich unterscheidet sich auch der lipophile
Anteil des Endotoxins je nach Bakterienstamm in Ld&nge und Konformation der Fettsduren.

Addition of variable O-specific C-specific
«*7 oligosaccharide subunits polysaccharide chain

Disaccharide Lipopolysaccharide
diphosphate (LPS)

Core Glycolipid

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur von LPS [82]

Endotoxin besitzt eine auBerordentlich hohe Humantoxizitdt. Es entfaltet bereits bei
minimalsten Konzentrationen seine biologisch stark humanpathogene Wirkung. Intravendse
Dosen von lediglich 1 ng / (kg x h) verursachen beim Menschen ausgepragte
inflammatorische Reaktionen [83]. Dass Endotoxine eine wesentliche Rolle in der
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Entwicklung einer gramnegativen Sepsis spielen, konnte in einigen Studien gezeigt werden
[84-86].
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Ziel der Arbeit

2. FRAGESTELLUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war,

1.

die perioperative Dynamik sowohl der klinisch etablierten Entzindungsmarker als
auch der innovativen experimentellen Entzindungsmarker nach kolorektalen
Eingriffen in Abhangigkeit des Auftretens intraabdominaler septischer Komplikationen
und Anastomoseninsuffizienzen darzustellen,

die klinisch etablierten Entzindungsmarker auf ihre diagnostische und prognostische
Wertigkeit hinsichtlich der Detektion intraabdominaler septischer Komplikationen und
Anastomoseninsuffizienzen nach kolorektalen Eingriffen zu evaluieren,

die diagnostische und prognostische Wertigkeit der innovativen experimentellen
Entzindungsmarker im Hinblick auf die Detektion intraabdominalen septischen
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienz zu evaluieren und

die Wertigkeit der klinisch etablierten Entziindungsmarker mit der der innovativen

experimentellen Entzindungsmarkern zu vergleichen.
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PATIENTEN, MATERIAL & METHODEN

2.1. Patienten & Studienablauf

2.1.1. Einschlusskriterien

e Frauen und Manner im Alter > 18 Jahren mit operationspflichtiger, elektiver
kolorektaler Erkrankung

e freiwillige Einwilligung zur Teilnahme an der Studie

e Operative Intervention mit Durchflhrung einer intestinalen Anastomose im Bereich

des Kolorektums

2.1.2. Ausschlusskriterien

o Alter < 18 Jahre

« Schwangerschaft

« Teilnahme an einer anderen klinischen Studie

» Fehlende oder mangelnde Deutschkenntnisse

« Nicht geschéftsfahige Patienten (EntmUndigung/Bewusstseinstriibung),
Einschrankung der Fahigkeit zur AuBerung des eigenen Willens z.B. durch
Behinderung

« Unterbringung in einer Anstalt aufgrund behdérdlicher oder gerichtlicher Anordnung

e Fehlende oder nachtréglich zuriickgezogene Einwilligung

2.1.3. Diagnosekriterien

In der durchgeflihrten Studie war das Vorliegen einer Anastomoseninsuffizienz in Anlehnung
an die Diagnosekriterien der IMACORS-Studie definiert [52]. Eine apparente
Anastomoseninsuffizienz lag per definitionem vor bei Vorhandensein von stuhligem Sekret in
der eingebrachten Drainage und/oder im Bereich der abdominalen Wunde, CT-
morphologischem Nachweis von freier Luft und/oder fakaler Flissigkeit intraabdominal
und/oder im Bereich der angelegten Anastomose sowie bei endoskopischer Darstellung oder

Bestatigung im Rahmen einer Re-Intervention.

Die Definition der intraabdominalen septischen Komplikation umfasste das Vorliegen eines
intraabdominalen Abszesses und eine fékale/putride Peritonitis im Rahmen einer

Anastomoseninsuffizienz oder ohne diese.

2.1.4. Patienteneinschluss

Nach Screening der Patienten sowie informierter Einwilligung (schriftliche und muandlich)
wurde der Patient in die Studie eingeschlossen. Dies erfolgte pseudonymisiert. Lediglich eine
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fortlaufende  Studiennummer ermdglichte eine Zuordnung der Probanden zum
entsprechenden Probenmaterial. Im Falle eines nachfolgenden Zurlckziehens der
Einverstandniserklarung im Studienverlauf wurden samtliche Daten und jegliches
Probenmaterial unverziglich irreversibel geldscht bzw. entsorgt.

2.1.5. Studiendesign und Votum der Ethikkommission

Beim Design der Studie handelt es sich um eine monozentrische, prospektive, klinische ex-
vivo Beobachtungsstudie (Non-AMG, Non-MPG). Die Grundsatze der Deklaration von
Helsinki in ihrer derzeit gultigen Fassung wurdenbefolgt. Durch die Ethikkomission der
Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Univeristdt Minchen erfolgte die Erklarung
der Unbedenklichkeit und die Vergabe der Studien-ID 239-13.

Die Durchfiihrung der Studie erfolgte unter strenger Beachtung der Good Clinical Practice-
Konformitat (GCP) und Einhaltung der Grundsatze der Guten Laborpraxis (GLP).

2.1.6. Studienablauf

Den Patienten wurde praoperativ (Tag 0) und im weiteren Verlauf postoperativ taglich (Tag 1
bis 7) mindestens eine Woche lang (7 Tage), bei Komplikationen gegebenenfalls langer,
vendses Blut abgenommen. Das Gesamtblutvolumen pro Abnahmetag umfasste max. 33 mil
Vollblut. Darin waren 10 ml Serum, 20 ml Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Plasma und
3 ml Citrat-Plasma enthalten.

Um eine mdégliche Belastung der Studienpatienten durch die zusétzlichen Blutentnahmen
ausschlieBen zu kdénnen, wurde vorsorglich eine Hamoglobin-Untergrenze von 7 g/dl
festgesetzt, bei deren Unterschreitung keine Blutentnahme im Rahmen der Studie erfolgte.
Diese Hamoglobin-Untergrenze wurde nach Durchsicht entsprechender wissenschaftlicher
Literatur erhoben: In einer von Hérbert und Szick durchgeflhrten Studie wurde die o.g.
Hamoglobin-Untergrenze fir kreislaufstabile, andmische Patienten empfohlen [87].

Alle Blutentnahmen wurden standardisiert niichtern (Ubernachtfasten) zwischen 6:30 und
9:00 Uhr des jeweiligen Beobachtungstages durchgefiihrt, um eine Kontrolle der zirkadianen
Variabilitdt und einen konstanten zeitlichen Abstand der Blutentnahmen sicherzustellen.

oP
tégliche Blutentnahme % = =
[ """""""" * bbbkt bbb b b | | Laoamam s e s e |l Lo T '“}
| | | | |
i i i i I I I
v \/ L' ' k4 W u/ >
Do D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

Abbildung 2: Schemazeichnung Studienablauf D: Tag, OP: Operation
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2.2. Materialien & Gerate

2.2.1. Gerate

In Tabelle 4 sind alle fur die Untersuchungen verwendeten Gerate aufgeflhrt.

Produkt

Hersteller

Smartline EAA Luminometer

Durchflusszytometer, COULTER® EPICS

XL™ with ADC
Vibrofix VN1®

Vortex Mixer VX-100

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Incubating Mini Shaker

Thermostat, MGW Lauda MS

Pipette, Eppendorf Research 1000 pl
Pipette Eppendorf Research 100l

Pipette Eppendorf Research 10l

Tabelle 4: Gerate

2.2.2. Verbrauchsmaterialien

Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim, Deutschland
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Labnet International Inc., Edison, NJ, USA
Labnet International Inc., Edison, NJ, USA

Hettlich Rotanta/S, Hettlich AG, Béach,
Schweiz

Hettlich Rotanta 460R, Hettlich AG, Bach,
Schweiz

VWR International LLC, West Chester, PA,
USA

Fa. MGW Lauda, Lauda-Kénigshofen,
Deutschland

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

In Tabelle 5 sind alle fur die Versuche verwendeten Materialien aufgeflhrt.

Produkt

Hersteller

Safety-Multifly®-Set 0,8x19mm,21Gx3/4”

T™W
S-Monovette® 9ml K3E

S-Monovette® 3ml 9NC

SARSTEDT AG&Co. Nirnbrecht,
Deutschland

SARSTEDT AG&Co. Nirnbrecht,
Deutschland

SARSTEDT AG&Co. Nirnbrecht,
Deutschland
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S-Monovette® 9ml Z

CryoTubes™ Vials 1ml

BD Falcon™, Conical Tube 50 ml
Polyprolene, 30x115 mm style

BD Falcon™ 5ml Round Bottom Tubes
Endotoxin Activity Assay® Kit
Pipettenspitzen, epT.l.P.S. 2-200ul
Pipettenspitzen, epT.l.P.S. 50-1000ul
Pipettenspitzen, TipONE 100-1000pl, Filter
Tips

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

2.2.3. Chemikalien

SARSTEDT AG&Co. Nirnbrecht,

Deutschland

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

BD Biosciences, Durham, NC, USA

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Spectral Diagnostics Inc., Toronto, Kanada

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

In Tabelle 6 sind alle fir die Versuche verwendeten Chemikalien aufgeflhrt.

Produkt

Hersteller

Endotoxin Activitiy Assay Reagent

OptiLyse C Lysing Solution

Phosphate-buffered-saline (PBS)

Tabelle 6: Chemikalien

2.2.4. Antikorperkonjugate

Spectral Diagnostics Inc., Toronto, Kanada

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

In Tabelle 7 sind alle in den Versuchen verwendeten Antikdrperkonjugate aufgefihrt.

Produkt

Hersteller

IgG1(Mouse)-PE (Clone: 679.1Mc7),, 10
ul/test

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA
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lgG2a(Mouse)-ECD (Clone: 7T4-1F5), 10
pl/test

IlgG2a(Mouse)-FITC (Clone: 7T4-1F5), 10
pl/test

HLA-DR-PC5 (Clone: Immu357), 10 pul/test

CD14-ECD (Clone: RMO52), 10 pl/test

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

CD45-PC5 (Clone: Immu19.2), 10 pl/test Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

CD14-FITC (Clone: R MO52), 20 pl/test Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Tabelle 7: Antikérperkonjugate

2.3. Methoden

2.3.1. Durchfiihrung der Blutenthnahme und Verarbeitung der Blutproben

Die tagliche Entnahmemenge waren 10 ml Serum, 3 ml Citrat-Plasma sowie 20 ml EDTA-
Plasma. Die Blutentnahme erfolgte mit Hilfe eines bereits vorliegenden Zuganges zum
GefaBsystem (zenralervendser Katheter, periphervendser Zugang) oder durch Punktion
einer peripheren Vene. Im Anschluss wurden die Proben sofort bzw. maximal innerhalb der
darauf folgenden 180 Minuten zur Endotoxinbestimmung sowie zur FACS-Analyse ins Labor
anschlieBend bei -80°C

gebracht.  Blutplasma und -serum wurden gewonnen und

kryokonserviert.

2.3.2. Gewinnung des Blutplasmas und Blutserums

Nach Entnahme des Patientenblutes und umgehendem Transport des Blutes ins Labor
erfolgte die weitere Verarbeitung des Probenmaterials. Zur Plasma- und Serumgewinnung
wurde das Blut bei Raumtemperatur 20 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert und
anschlieBend bei -80°C kryokonserviert.

2.3.3. Funktionsprinzip der Endotoxin-Messung

Der Endotoxin Acitivity Assay™ (EAA™) ist ein Chemilumineszenz-Bioassay zur Messung
der Endotoxin-Aktivitat im Vollblut. Es handelt sich um einen Schnelltest, dessen Funktion
auf einer Reaktion von Lipopolysacchariden mit Anti-Endotoxin-Antikbrpern beruht. Die
Antikérper sind Klasse in der

Immunglobuline der IgM. Eine wesentliche Rolle

Funktionsweise des EAA™ spielt der sogenannte ,Respiratory Burst“ der neutrophilen
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Granulozyten im Patientenblut. Als ,Respiratory Burst” bezeichnet man einen Prozess, bei
dem es zur Freisetzung von toxischen Sauerstoffradikalen und Stickstoffoxiden durch
lysosomale Enzyme kommt. Die Antigen-Antikbrper-Komplexe  werden  durch
Komplementproteine opsoniert und I6sen dadurch eine Voraktivierung (Priming) der
Granulozyten aus. Dieses ,Priming” der Neutrophilen triggert in Zusammenspiel mit dem in
der Reagenzlbésung enthaltenen Zymosan den ,Respiratory Burst”. Die freigesetzten
Oxidantien der Zellen reagieren mit Luminol und I6sen dadurch eine Chemilumineszenz aus.
Das Aussenden elektromagnetischer Wellen in Form von Licht (= Chemilumineszenz) kann
durch das Luminometer detektiert und als ,Relative light Units* (RLU) gemessen werden.
Waéhrend des Messvorgangs erfolgt eine automatisierte Umrechnung der relativen
Lichteinheiten in die Endotoxin-Aktivitdt. Der Wert der Endotoxin-Aktivitdt entspricht dem
Verhaltnis der maximal méglichen Aktivitat des Endotoxins zur Netto-Endotoxin-Aktivitat (0 —
100%). Um zuverldssige Ergebnisse zu erhalten, sind Granulozyten-Konzentrationen
zwischen 0,5 und 20x10° Zellen/I Blut notwendig [88, 89].

LPS

o
W

neutrophiler Granulozyt e 2

\ / . Zymosan -

‘ I

CR3 ———
C.b
Anti-LPS —
gV CR1

\ Freisetzung von Sauerstoffradikalen

LPS-anti-LPS Komplex

Chemolumineszenz

Abbildung 3: Reaktionsweise des Endotoxin-Activity-Assay™ (modifiziert nach [90]) LPS: Lipopolysaccharid, C3b:
Komplement-Faktor 3b, IgM: Immunglobulin M, CR1: Komplement-Rezeptor 1, CR3: Komplement-Rezeptor 3

2.3.4. Durchfiihrung des Endotoxin Acitivity Assay™

Die Endotoxinmessung erfolgte mit EDTA-antikoaguliertem Vollblut. Das EAA-Test-Kit von
Spectral Diagnostics Inc. beinhaltet EAA™-Reagenz (Pufferlésung, Phosphate buffered
saline, PBS), ein leeres endotoxinfreies Rdhrchen (Aliquote Tube), ein Rdhrchen mit
Endotoxintberschuss (LPS-Max Tube mit 2,3 ng Endotoxin; E. coli 055:B5) und drei weitere
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Roéhrchen (1,2 und 3) in jeweils doppelter Ausflihrung, welche die Reagenzien fir die
Chemolumineszenzreaktion enthalten. Réhrchen 2 und 3 enthalten Luminol, Zymosan und
LPS-Antikdrper. Réhrchen 1 enthalt nur Luminol und Zymosan. Die doppelte Ausflihrung der
Proberdhrchen dient zum Ausschluss von Messfehlern bedingt durch variable Anzahl und
Funktion der im Patientenblut enthaltenen Neutrophilen.

EDTA-Blut

/ N\

o~ T &

Aligout- \ i % LPs
Réhrchen 1 ' _-' iMaximum

Abbildung 4: Pipettierschema Endotoxin Activity Assay™

1. Jeweils 500 pl Patientenblut wurden in das Aligout-Réhrchen (enthalt kein LPS; dient
der Negativkontrolle) sowie in das LPS Max-Réhrchen (enthélt definierte Menge an
LPS; dient der Positivkontrolle) pipettiert, gevortext und 10 Minuten bei einer
Geschwindigkeit von 300 U/min bei 37 °C in einem Schittler inkubiert.

2. Je 1000 pl EAA™-Reagenz wurden in die Proberéhrchen 1 - 3 pipettiert.

Nun erfolgte das Beflllen der Réhrchen 1 — 3 mit 40 ul des zu untersuchenden

Patientenblutes.

a. Roéhrchen 1 erhielt Blut ohne LPS-Zusatz (aus dem Aligout-Réhrchen). Es enthielt
kein Anti-LPS-Antikérper und diente somit der Negativkontrolle.

b. Roéhrchen 2 diente der eigentlichen Messung der Endotoxin-Konzentration des
Patienten. Es erhielt ebenfalls LPS-freies Blut aus dem Aligout-Réhrchen,
beinhaltete jedoch zusatzlich Anti-LPS-Antikérper.

c. Roéhrchen 3 enthielt Anti-LPS-Antikérper und erhielt Blut mit hoher LPS-
Konzentration (aus dem LPS Maximum-Réhrchen). Damit diente es als
hochpositive Kontrolle.
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4. Es erfolgte das Vortexen und die erneute Inkubation bei einer Temperatur von 37 °C
und 300 U/min fir 15 Minuten im Schttler.

5. Nun erfolgte die Messung der Chemolumineszenz der Réhrchen 1 — 3 (sowie deren
Duplikate) im Luminometer. Durch Messung der Basalaktivitdt von Endotoxin in
Réhrchen 1 sowie der maximalen Aktivitdt in Réhrchen 3 erstellte das Gerét eine
Eichkurve. Mit Hilfe dieser kénnen dann durch Messung der Lichtemission in
Roéhrchen 2 die Endotoxinkonzentration der Patientenprobe errechnet werden. Das
Ergebnis der Endotoxinbestimmung ergibt sich aus dem Mittelwert (Ave) der beiden
Messungen. Es handelt sich um einen semiquantitativen, dimensionslosen Wert der
in ,relative light units” (RLU) angegeben wird.

Die Werte werden folgendermafen interpretiert:

Low level: Ergebnisse < 0,39 RLU (low) schlieBen eine Infektion mit gramnegativen
Bakterien mit groBer Wahrscheinlichkeit aus. Niedrige Endotoxin-Aktivitat geht mit geringem
Risiko einer Sepsisentwicklung einher [91].

Middle level: Werte zwischen 0,40 - 0,59 RLU (middle) sprechen fiir mittlere Endotoxin-
Aktivitat. Das Risiko eine Sepsis zu entwickeln ist erhéht [91].

High level: Hohe Endotoxin-Aktivitat liegt bei Werten = 0,60 RLU (high) vor. Durch die
vorliegende Endotoxamie unterliegt der Patient einem hohen Risiko eine schwere Sepsis zu
entwickeln [91].

2.3.5. Oberflachenphanotypisierung humaner Blutzellen im FACS

Der ,Fluorescence Activated Cell Sorter* (FACS) ist ein Gerat, das eine multiparametrische
Analyse von Zellen erlaubt. Seine Funktionsweise beruht auf dem Prinzip der
Immunfluoreszenz. Bestimmte Zellen bzw. intra- oder extrazytoplasmatische Antigene
werden unter Anwendung von fluoreszierenden Antikérpern markiert und dadurch sichtbar
gemacht. Somit ergibt sich die Mdglichkeit, die kovalent an die fluoreszierende Substanz
gekoppelten Antikérper und deren gebundenen Antigene zu detektieren und zu
quantifizieren. Die Durchflusszytometrie erlaubt es innerhalb kirzester Zeit, Zellen anhand

von Granularitat, Gr6Be und Intensitat von Fluoreszenzfarben zu analysieren.
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Abbildung 5: Funktionsweise der FACS-Analyse (modifiziert nach [55])

Die Zellsuspension wird zunachst vom Gerat angesaugt und mit hoher Geschwindigkeit mit
bis zu 10 000 Zellen pro Sekunde als Flissigkeitsstrahl an einem Laser vorbeigefihrt. Damit
der Laser die Parameter jeder einzelnen Zelle messen kann, ist die Flussgeschwindigkeit
des auB3en liegenden, kegelférmig ausgerichteten Mantelstroms wesentlich héher. Dies hat
die Folge einer hydrodynamischen Sortierung der Zellen, die infolgedessen einzeln,
perlschnurartig aufgereiht in einen zentralen Strahl fokussiert werden und die Messkammer
durchflieBen. Beim DurchflieBen der Messkammer werden die vereinzelten Zellen seitlich

von einem Laserstrahl getroffen.

Ein Parameter, der im Rahmen der durchflusszytometrischen Messung mit Hilfe des Lasers
gemessen wird, ist das Streulicht. Trifft der Laserstrahl die Zelle, kommt es zu einer
Streuung des Lichts. Beinflusst wird die Lichtstreuung durch die Anzahl der Strukturen im
Zellinneren, der Querschnittsflache der Zelle und der Membranstruktur. Gemessen wird dann
das sogenannte ,Vorwartsstreulicht® sowie das ,90°-Streulicht. Mit Hilfe des
,Vorwartsstreulichts* kann durch die messbare Lichtablenkung eine Aussage Uber die GdBe
einer Zelle getroffen werden. Das ,90°-Streulicht® gibt Auskunft Uber die Granularitat einer

Zelle. Je ausgepragter der Zellinhalt, desto gréBer ist das Seitwarts- bzw. 90°-Streulicht.
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Durch die Messung des Streulichts kann das FACS-Geréat also Zellen aus Vollblut anhand
ihrer &hnlichen Streuungseigenschaften nach GréBe und Granularitat sortieren und damit die

Verteilung von Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten darstellen.

I.'
A 4 Granulozyten

Granularitat (55C)

:i Monozyten
‘[I Lymphozyten

>
r

W

Grole (FSC)

Abbildung 6: Streulicht Dot-Plot (modifiziert nach [55]) Die Darstellung erfolgt mit Hilfe einer sogenannten Dot-Plot Graphik.
Hierbei wird die GréBe der Zellen auf der x-Achse und die Granularitat der Zellen auf der y-Achse aufgetragen. SSC: Side
Scatter, FSC: Forward Scatter

Das FACS-Gerat ist auBerdem in der Lage, das Fluoreszenzsignal einer Zelle zu messen.
Durch einen an ein Fluoreszenzmolekll konjugierten Antikérper kann das Vorliegen
bestimmter Oberflachenmerkmale (z.B CD14) nachgewiesen werden. Da die Expression von
bestimmten Oberflachenmolekilen (wie CD) Auskunft Gber die funktionellen Eigenschaften
oder den vorliegenden Zelltyp gibt, kann dadurch im weiteren potentiell eine Aussage Uber
den Immunstatus einer Person getroffen werden. Die fluoreszierenden Stoffe absorbieren
Licht definierter Wellenlange und emittieren im Gegenzug Licht bestimmter Wellenlange. Da
ein Teil der absorbierten Lichtenergie in Form von Warme verloren geht, besitzt das
emittierte Licht eine langere Wellenldnge. Jeder fluoreszierende Antikdrper ist spezifisch flr
ein  bestimmtes Oberflachenmerkmal und besitzt gleichzeitig ein  definiertes
Emissionsspektrum.  Dies impliziert, dass das FACS-Gerat anhand der typischen
Emissionsspektren definierter Antikbrper Zellen nach deren Eigenschaften sortieren kann.

2.3.6. Durchfihrung der FACS - Analyse

1. Konjugation von 25 ul EDTA-antikoaguliertem Vollblut mit den jeweiligen Antikérpern

zur Oberflachenfarbung:

a. Probe 1, die Isotypenkontrolle, wurde mit jeweils 2,5 ul IgG1-PC5, IgG2a-FITC und
lgG2a-ECD Antikérpern versetzt.
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SSC

b. Probe 2, die der Messung der monozytaren HLA-DR-Expression dient, erhielt 15 pnl

HLA-DR-PC5 sowie 2,5 ul CD14-ECD Antikérper.

2. Mischen der Proben mittels Vibrofix und anschlieBende Inubation bei 4 °C fir 20

Minuten.

Lyse der Erythrozyten durch Zugabe von 250 ul Optilyse® Lysing Solution und
Inkubation im Wasserbad bei 37 °C fir 20 Minuten.

Nach Ablauf der 20 Minuten erneute Inkubation der Proben fir 20 Minuten
lichtgeschltzt bei Raumtemperatur zur Equilibration.

Zugabe von 250 pul PBS-Lésung unmittelbar vor Durchfihrung der
durchflusszytometrische Messung.

. Auswertung der Daten mit Hilfe der Software WinMDI 2.9:

. Anlegen eines Gates auf die Population der CD-14 positiven Monozyten (Abbildung

7A).

. Analyse der CD-14 positiven Monozyten auf ihre HLA-DR-Expression (mHLA-DR-

Expression) (Abbildung 7B).
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CD14-ECD HLA-DR PC5

Abbildung 7: Beispiel fiir die Auswertung der FACS-Messung mit Hilfe der Software WinMDI 2.9

Die exakten Konzentrationen der verschiedenen Antikérper kénnen dem Kapitel 3.2.5

Durchflusszytometrie entnommen werden.

2.3.7. Statistische Auswertung

Die deskriptiven Ergebnisse wurden in Zahlen und Prozentzahlen, oder als Median und
Variationsweite (range) angegeben. Zum Vergleich von Haufigkeiten wurden, in
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Abhéangigkeit der untersuchten Variablen, der X?-Test oder der exakte Fisher-Test (zur
Untersuchung von geringen Haufigkeiten) angewandt. Stetige nicht-parametrische Variablen
wurden unter Anwendung des Mann-Whitney U Tests verglichen.

Die statistische Datenanalyse sowie die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit SPSS
(IBM, Version 23.0, Chicago, lll, USA) und R. Folgende R packages wurden verwendet:

e haven
e ggplot2
e ggparallel

o RColorBrewer

e plyr

e dplyr

e MASS

e proC

2.3.7.1. ROC-Analyse und Youden Index

Mit Hilfe der Receiver Operating Characteristic (ROC) Analyse wurde die
Diskriminationsfahigkeit bzw. Vorhersagekraft der untersuchten Biomarker bewertet. Dies ist
die Fahigkeit eines untersuchten Biomarkers zu differenzieren, ob eine Komplikation im
postoperativen Verlauf auftritt oder nicht. Da es sich im Falle eines Biomarkers um ein
stetiges Merkmal handelt, kann haufig nicht einfach in ,positiv bzw. ,negativ* klassifiziert
werden. Trotzdem ist zur Etablierung eines Biomarkers eine binare Aussage (z.B. die
Inzidenz einer Komplikation, ja oder nein) notwendig. Um eine bindre Aussage treffen zu
kdnnen, wird ein Schwellenwert festgelegt. Der Schwellenwert selbst ist in der Graphik nicht
dargestellt, kann aber jedem Punkt des Graphen zugeordnet werden. Erhobene Werte
gréBer als der Schwellenwert klassifizieren das Testergebnis als ,positiv‘ (z.B. Komplikation:
ja), Werte kleiner als der Schwellenwert ordnen das Testergebnis als ,negativ‘ (z.B.
Komplikation: nein) ein. Tragt man nun fir jeden annehmbaren Wert die Sensitivitat (den
Anteil richtig positiv klassifizierter Testergebnisse) gegen 1 — Spezifitdt (den Anteil falsch
positiv klassifizierter Testergebnisse) in ein Koordinatensystem ein und verbindet jeden
Punkt miteinander, so entsteht ein Graph. Dieser Graph stellt die ROC-Kurve dar [92].Die
quantitative Bewertung des Testes, d.h. die diagnostische Giite des Biomarkers, wird
letztenendes mittels Flache unter dieser Kurve, der area under the curve (AUC) ermittelt. Die
AUC entspricht der Wahrscheinlichkeit, bei Patienten mit Komplikation héhere Messwerte als
bei Patienten ohne Komplikation zu finden. Bei idealer Separation durch den untersuchten
Biomarker hat die AUC den Wert eins und die ROC-Kurve verlauft in der linken oberen Ecke

des Koordinatensystems. Im Falle dieser Ideal-Konstellation lage eine Sensitivitat von eins
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(100%) und eine Spezifitdt von eins (100%) vor, d.h. 1 — Spezifitdt nimmt den Wert null an.
Nimmt die AUC den Wert 0,5 an, bedeutet dies eine rein zufallige Differenzierung zwischen
Patienten mit oder ohne Komplikation durch den Biomarker. Der Biomarker hatte in diesem
Fall keinerlei Vorhersagekraft und die Kurve wiirde der Winkelhalbierenden entsprechen [93-
95]. Eine AUC von 0,7 — 0,8 qilt als akzeptable Diskrimination, eine AUC von 0,8 — 0,9
spiegelt eine exzellente Diskrimination wieder. Werte der AUC > 0,9 bedeuten eine
auBergewdhnlich gute Diskrimination [96].

Der Youden-Index ( = Sensitivitat + Spezifitdt — 1) wird zur Bestimmung der diagnostischen
Gesamt-Effektivitat eingesetzt sowie zur Bestimmung des Cut-off Wertes [97]. Der Index
entspricht dem maximalen Abstand zwischen ROC-Kurve und Winkelhalbierender. Er kann
Werte zwischen null und eins annehmen. Eine ideale Differenzierung durch den Biomarker
wirde vorliegen, wenn der Index eins ware. Tendenziell geht eine ROC-Kurve mit hoher
AUC auch mit einem hohen Youden-Index und vice versa einher [94].

2.3.7.2. Verlaufskurven

Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung des jeweilig untersuchten Markers am
Tag vor der Operation (Tag 0) sowie an den folgenden 9 Tagen nach Operation (Tag 1 bis
Tag 9) in Form eines Graphen. Die eingezeichnete rot-wei3 gestrichelte Linie stellt den
jeweiligen Normwert bzw. Referenzbereich des erhobenen Markers dar. Lediglich im Falle
der mHLA-DR-Expression wurde kein Normwert eingezeichnet. Da es sich um die erste
Studie handelt die die HLA-DR-Expression auf Monozyten mit dieser Fragestellung
untersucht, liegt zum heutigen Zeitpunkt kein definierter Normwert vor. In gesunden
Erwachsenen liegt der prozentuale Anteil der mHLA-DR-Expression bei 70 — 100 % [98]. Fir
die Serum-Marker CRP und Leukozytenzahl sind zusatzlich die ersten 5 Tage vor
Diagnosestellung (Tag - 5 bis Tag 0) und die folgenden 5 Tage nach Diagnosestellung (Tag
0 bis Tag 5) als Mittelwert mit Standardabweichung graphisch dargestellt. Statistische
Signifikanzen wurden aufgrund der geringen Fallzahl nicht berechnet. Es handelt sich um
eine rein deskriptive Auswertung.

2.3.7.3. Boxplotdarstellung

Bei der Boxplotdarstellung handelt es sich um eine graphische Darstellung, mit Hilfe derer
die unterschiedliche Haufigkeitsverteilung einer Reihe numerischer Daten in zwei
Stichproben dargestellt und verglichen werden kann. Die rechteckige Box reprasentiert die
jeweilige Stichprobe. Die Box selbst wird oben vom 3. und unten vom 1. Quartil begrenzt. Die
sog. Whiskers zeigen das Maximum und das Minimum der Stichprobe an. Ausrei3er werden
als einzelne Punkte dargestellt. Innerhalb der Box ist der Median als Strich gekennzeichnet.
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In der Boxplotdarstellung sind also die Werte der sog. 5-Punkte-Zusammenfassung
darsgestellt: Median, oberes und unteres Quartil sowie maximaler und minimaler Wert [95].
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3. ERGEBNISSE

3.1. Klinische und operative Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 69 Patienten, welche die Einschlusskriterien erfillten, eingeschlossen.
Acht Patienten wurden aufgrund fehlender Daten oder Studienabbruch von der statistischen
Analyse ausgeschlossen. Die endgultige Studienpopulation bestand damit aus 61 Patienten,
anhand derer Daten die statistische Auswertung erfolgte. Die klinischen und perioperativen
Charakteristika der Studienpopulation sind in Tabelle 8 dargestellt.

Das durchschnittliche Alter der Patienten lag bei 63 Jahren. Der am haufigsten durchgefiihrte
Eingriff war mit 39% die tiefe anteriore Rektumresektion. 34% der Patienten erhielten eine
Sigmaresektion, 13% eine Hemikolektomie rechts und 5% eine Proktokolektomie.

64% der Studienteilnehmer wurden aufgrund einer malignen Erkrankung operiert. 4% der
Patienten waren an einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung erkrankt. Der
durchschnittliche Charlson-Komorbiditatsindex (CCIl) lag bei 3 Punkten, 20% erhielten
praoperativ eine Strahlentherapie. 38% der Patienten wiesen einen ASA-Score gréBer zwei

auf.

In der Studie zeigte sich eine Inzidenz postoperativer intraabdominaler septischer
Komplikationen von 21%, wovon wiederum 69% an einer Anastomoseninsuffizienz litten. Die
Rate an Anastomoseninsuffizienzen, bezogen auf die Gesamtpatientenzahl, lag damit bei
14%. Der durchschnittliche Tag der Diagnose zeigte sich am 6. postoperativen Tag .Kein
Patient verstarb wahrend des Krankenhausaufenthalts oder innerhalb der ersten 90
postoperativen Tage.

Parameter Alle Patienten
N (%)
N 61 (100)
Alter 63 [23-84]
Geschlecht
Maénnlich 37 (61)
Weiblich 24 (39)
Art des Eingriffs
Tiefe anteriore Rektumresektion (TAR) 24 (39)
Sigmaresektion 21 (34)
Hemikolektomie rechts 8 (13)
Proktokolektomie 3 (5)
Malignitat 39 (64)
Charlson-Komorbiditatsindex (CCl) 3[0-10]
ASA > 2 26 (38)
Anastomoseninsuffizienz (Al) 9 (14)
Diagnosezeitpunkt der Al nach Operation 6[3-7]

Tabelle 8: Ubersicht liber die Patientencharakteristika.
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3.2. Kilinisch etablierte Entzindungsmarker

Im folgenden wird der perioperative Verlauf der untersuchten Serum-Marker bei Patienten
mit postoperativer Komplikation (intraabdominale septische Komplikation, IASC und
Anastomoseninsuffizienz, Al) solchen ohne Komplikation gegentbergestellt.

3.2.1. Leukozytenzahl
3.2.1.1. Perioperativer Verlauf der Leukozytenzahl
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Abbildung 8 Kinetik der Leukozytenzahl (G/I) am Tag vor der Operation (0) sowie an den postoperativen Tagen 1 bis 9 bei
Patienten mit und ohne postoperative intraabdominale septische Komplikation (IASC) im Vergleich. Die rot-weif3 gestrichelte
Linie stellt den Referenzbereich der Leukozytenzahl (4 G/l — 10 G/l) dar.
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Abbildung 9 Kinetik der Leukozytenzahl (G/I) am Tag vor der Operation (0) sowie an den postoperativen Tagen 1 bis 9 bei
Patienten mit Anastomoseninsuffizienz (Al) im Vergleich zu Patienten ohne postoperative Komplikation.
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Abbildung 10: Kinetik der Leukozytenzahl (G/L) bei Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation (IASC) 5 Tage vor
Diagnosestellung ( - 1 bis - 5), am Tag der Diagnosestellung (0) und an den folgenden 5 Tagen (1 bis 5) nach Diagnosestellung

Abbildung 8 und 9 stellen den perioperativen Verlauf der Leukozytenzahl (G/I) bei Patienten
mit und ohne postoperative Komplikationen (IASC, Al) gegeniber. Die eingezeichnete rot-
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weil3 gestrichelte Linie stellt den Referenzbereich (4 G/l — 10 G/I) der Leukozytenzahl im Blut
dar.

Sowohl Patienten ohne als auch Patienten mit postoperativer intraabdominaler septischer
Komplikation bzw. Anastomoseninsuffizienz wiesen eine durchschnittlich normwertige
Leukozytenzahl am Tag vor der Operation auf. In allen 3 Patientengruppen (Patienten ohne
Komplikation, Patienten mit IASC, Patienten mit Al) wurden an Tag 0 durchschnittliche
Leukozytenzahlen von weniger als 10 G/I beobachtet. Bei Patienten ohne Komplikation fand
man am 1. Tag nach durchgefiihrter Operation einen kurzfristigen Anstieg der
Leukozytenzahl. In dieser Gruppe wurden im Vergleich zu Patienten mit
Anastomoseninsuffizienzen (Abbildung 9) an Tag 2 wieder Normwerte erreicht.

Auch in Patienten mit  intraabdominaler  septischer =~ Komplikation  bzw.
Anastomoseninsuffizienz war ein postoperativer rapider Anstieg der Leukozytenzahl zu
messen. In beiden Komplikationsgruppen zeigte sich ein Maximum der Leukozytenzahl an
Tag 2.

Abbildung 10 stellt den Verlauf der Leukozytenzahl 5 Tage vor der Diagnose
~<Anastomoseninsuffizienz* (Tag -5 bis Tag 1), den Tag der Diagnosestellung (Tag 0) sowie
die folgenden 5 Tage danach (Tag 1 bis Tag 5) dar. Es ist zu beobachten, dass bereits am
Tag vor dem Auftreten der Nahtinsuffizienz erhéhte Leukozytenkonzentrationen von mehr als
10 G/L auftraten. Ein Spitzenwert wurde am 2. Tag nach Diagnosestellung erreicht.
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3.2.1.2. ROC-Analyse
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Abbildung 11 Diagnostische Sicherheit der Leukozytenzahl (G/l) hinsichtlich des Auftretens intraabdominaler septischer

Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen dargestellt durch eine ROC-Kurve und die dazugehdrige area under the curve

am postoperativen Tag 3 und Tag 4.

Abbildung 11A und 11C zeigen eine lediglich geringfligige Abweichung des Graphen von der
Winkelhalbierenden. Mit einer AUC von 0,6596 an Tag 3 sowie von 0,6323 an Tag 4 besaf
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die Messung der Leukozytenzahl (G/l) an beiden untersuchten Tagen nur geringfligige
Diskriminationsfahigkeit hinsichtlich der Detektion von intrabdominalen septischen
Komplikationen. Ein errechneter Grenzwert der Leukozytenzahl von 11,6 G/l an Tag 3
erzielte eine Sensitivitdt von 91,5% und eine Rate an falsch positiven Ergebnissen (1 —
Spezifitdt) von 53,9%. Der Youden-Index an Tag 3 lag bei 0,3764. Im Vergleich dazu
erbrachte ein Cut-off der Leukozytenzahl von 7,7 G/l an Tag 4 eine Sensitivitédt von 64,4%.
Die Rate an falsch positiven Ergebnissen lag hier bei 36,4%. An Tag 4 lag der Youden-Index
bei 0,2808 (Tabelle 9).

Mit einer AUC von 0,7342 an Tag 3 und von 0,7376 an Tag 4 wies die Leukozytenzahl (G/l)
an beiden untersuchten Tagen eine moderate Aussagekraft beziglich der Detektion von
Anastomoseninsuffizienzen auf (Abbildung 11B und D). Ein Cut-off der Leukozytenzahl von
9,25 G/l an Tag 3 erzielte eine Sensitivitdt von 72,6% und eine Rate an falsch positiven
Befunden (1 — Spezifitdt) von 22,3%. Ein Cut-off der Leukozytenzahl von 7,7 G/l an Tag 4
erzielte eine Sensitivitdt von 65,3 % und eine 1 — Spezifitdt von 14,3 %. Der Youden-Index
an Tag 3 lag bei 0,5033 und an Tag 4 bei 0,5102 (Tabelle 9).

Area under the curve | Youden-Index Cut-off Sensitivitat 1 — Spezifitat

Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag4 | Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC | 0,6596 0,6323 0,3764 | 0,2808 | 11,6 7,7 0,9149 | 0,6444 | 0,5385 | 0,3636
Al 0,7342 0,7376 0,5033 | 0,5102 | 9,25 7,7 0,7255 | 0,6531 | 0,2222 | 0,1429

Tabelle 9: Diagnostische Sicherheit der Leukozytenzahl zur Diagnose intraabdominaler septischer Komplikationen (IASC) bzw.
Anastomoseninsuffizienzen (Al) an den postoperativen Tagen 3 und 4.
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3.2.2. CRP
3.2.2.1. Perioperativer Verlauf der CRP-Konzentration
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Abbildung 12 Kinetik der CRP-Konzentration (mg/dl) im Blut am Tag vor der Operation (0) sowie an den postoperativen Tagen

1 bis 9 bei Patienten mit und ohne postoperative intraabdominale septische Komplikation (IASC) im Vergleich. Die rot-weif3

gestrichelte Linie stellt den Referenzwert von CRP (<0,5 mg/dl) dar.
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Abbildung 13 Kinetik der CRP-Konzentration (mg/dl) im Blut am Tag vor der Operation (0) sowie an den postoperativen Tagen

1 bis 9 bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz (Al) im Vergleich zu Patienten ohne postoperative Komplikation.
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Abbildung 14: CRP-Konzentration (mg/dl) bei Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation (IASC) 5 Tage vor
Diagnosestellung ( - 1 bis - 5), am Tag der Diagnosestellung (0) und an den folgenden 5 Tagen (1 bis 5) nach Diagnosestellung

In Abbildung 12 und 13 ist die perioperative Kinetik der durchschnittlichen CRP-
Konzentration (mg/dl) am Tag vor der Operation sowie innerhalb der ersten 9 postoperativen
Tage in Patienten ohne und mit postoperativer Komplikation (IASC, Al) gegenibergestellt.
Die rot-weif3 gestrichelte Linie gibt den Referenzwert von CRP (<0,5 mg/dl) an.

Patienten ohne postoperative Komplikation zeigten préoperativ, an Tag 0, eine
durchschnittlich leichtgradig erhéhte CRP-Konzentration. Postoperativ folgte ein rapider
Anstieg der CRP-Konzentration mit den héchsten Werten an Tag 2. In dieser Gruppe fanden
sich am 2. postoperativen Tag durchschnittliche Werte von mehr als 10 mg/dl. Es folgte ein
rascher Abfall der CRP-Konzentration im weiteren postoperativen Verlauf. Normwerte mit
Konzentrationen von weniger 0,5 mg/dl wurden im gesamten postoperativen

Beobachtungszeitraum im Durchschnitt nie erreicht.

Sowohl Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation als auch Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz zeigten postoperativ einen rapiden und hochgradigen Anstieg der
CRP-Konzentration. In beiden Komplikationsgruppen wurde am 2. postoperativen Tag ein
Maximalwert der CRP-Konzentration mit Werten von mehr als 15 mg/dl erreicht. Sowohl
Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation als auch Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz wiesen im gesamten postoperativen Beobachtungszeitraum eine

fehlende Normalisierung der CRP-Konzentration auf. In beiden Komplikationsgruppen waren
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persistierend erhéhte Werte von mehr als 15 mg/dl innerhalb der ersten 8 postoperativen

Tage zu messen.

Abbildung 14 zeigt die Dynamik der CRP-Konzentration bei Patienten mit intraabdominaler
septischer Komplikation 5 Tage vor Diagnosestellung (Tag -5 bis -1), am Tag der Diagnose
(Tag 0) und 5 Tage nach Diagnosestellung (Tag 1 bis Tag 5). Am Folgetag des Eingriffs (Tag
1) ist ein maximales Konzentrationsniveau mit Werten von mehr als 20 mg/dl

wahrzunehmen, welches dann im weiteren postoperativen Verlauf rasch absinkt.
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3.2.2.2. ROC-Analyse
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Abbildung 15 Diagnostische Sicherheit der CRP-Konzentration (mg/dl) hinsichtlich des Auftretens intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen dargestellt durch eine ROC-Kurve und die dazugehdrige area under the curve

am postoperativen Tag 3 und Tag 4.

Insbesondere an Tag 4 nach Operation zeigte CRP mit einer AUC von 0,8463 eine
exzellente Diskriminationsfahigkeit hinsichtlich der Diagnose intraabdominaler septischer
Komplikationen (Abbildung 15C). Ein errechneter Grenzwert der CRP-Konzentration von 9,4
mg/dl am 4. postoperativen Tag erzielte eine Sensitivitét von 76,2 % und eine Rate an falsch
positiven Testergebnissen (1 —Spezifitat) von lediglich 9,1 %. Der Youden-Index war 0,671
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(Tabelle 10). Im Hinblick auf die Detektion von Nahtinsuffizienzen erzielte CRP an Tag 4
nach Operation mit einer AUC von 0,7236 zufriedenstellende diagnostische Gite (Abbildung
15D). Ein Cut-off von 9,4 mg/dl an Tag 4 nach Operation lieferte eine Sensitivitat von 69,6%
und eine 1 — Spezifitdt von 14,3%. Der Youden-Index an diesem Tag lag bei 0,5528 (Tabelle
10).

Die Messung der CRP-Konzentration an Tag 3 erbrachte mit einer AUC von 0,7638
akzeptable diagnostische Sicherheit bezlglich der Detektion von intraabdominalen
septischen Komplikationen (Abbildung 15A). Ein errechneter Grenzwert der CRP-
Konzentration von 14,8 mg/dl an Tag 3 erbrachte hierbei eine Sensitivitdt von 83,7%, eine
Rate an falsch positiven Befunden (1 — Spezifitat) von 38,5% und einen Youden-Index von
0,4526. Hinsichtlich der Detektion von Anastomoseninsuffizienzen wies CRP an Tag 3 eine
AUC von 0,7056 und somit ebenfalls zufriedenstellende diagnostische Sicherheit auf. Bei
einem Cut-off von 16,55 mg/dl zeigte CRP eine Sensitivitat von 76,6% und eine 1 — Spezifitat
von 44,4%. Der Youden-Index lag bei 0,3853 (Tabelle 10).

Area under the curve | Youden-Index Cut-off Sensitivitat 1 — Spezifitat

Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag4 | Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4

IASC | 0,7639 0,8463 0,4526 | 0,671 14,8 9,4 0,8372 | 0,7619 | 0,3846 | 0,0909

Al 0,7057 0,7236 0,3853 | 0,5528 | 16,55 9,4 0,8298 | 0,6957 | 0,4444 | 0,1429

Tabelle 10: Diagnostische Sicherheit von CRP (mg/dl) zur Diagnose intraabdominaler septischer Komplikation (IASC) bzw.

Anastomoseninsuffizienz (Al) an den postoperativen Tagen 3 und 4.
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3.2.3. PCT

3.2.3.1. Perioperativer Verlauf der PCT-Konzentration
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Abbildung 16 Durchschnittliche Konzentration von PCT (ng/ml) am Tag vor der Operation (0) sowie an den postoperativen
Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit und ohne postoperative intraabdominale septische Komplikationen (IASC) im Vergleich. Die rot-

weif3 gestrichelte Linie stellt den Referenzwert von PCT (<0,1 ng/ml) dar.
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Abbildung 17 Durchschnittliche Konzentration von PCT (ng/ml) am Tag vor der Operation (0) sowie an den postoperativen

Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz (Al) im Vergleich mit Patienten ohne Komplikation.

43



Ergebnisse

Abbildung 16 und 17 zeigen den perioperativen Verlauf der durchschnittlichen PCT-
Konzentration (ng/ml) bei Patienten ohne und mit postoperativer Komplikation (IASC, Al). Die
eingezeichnete rot-weil gestrichelte Linie zeigt den Referenzwert von PCT (< 0,1 ng/ml) an.

Préoperativ, an Tag 0, wiesen alle drei Patientengruppen (keine Komplikation, IASC, Al) eine
durschnittlich normwertige PCT-Konzentration auf. Abbildung 16 und 17 zeigen, dass
Patienten ohne postoperative Komplikation innerhalb der ersten 2 postoperativen Tage einen
kurzfristigen und dezenten Anstieg der PCT-Konzentration mit Maximum an Tag 2
aufwiesen. Es folgte eine sukkzessive Normalisierung der PCT-Konzentration ohne
wesentlichen erneuten Anstieg im gesamten weiteren Beobachtungszeitraum (Tag 3 bis Tag
9).

Im Vergleich zu Patienten ohne Komplikation war bei Patienten mit intraabdominaler
septischer Komplikation innerhalb der ersten 4 postoperativen Tage ein ahnlicher
Kurvenverlauf zu verzeichnen (Abbildung 16). Postoperativ, an Tag 1 und Tag 2, zeigte sich
ein kurzfristiger, dezenter Anstieg der PCT-Konzentration. Es folgte ein langsamer Abfall an
Tag 3 und Tag 4. Abweichend davon zeigte sich in diesem Beobachtungszeitraum (Tag 1 —
Tag 4) lediglich eine durchschnittlich héhere PCT-Konzentration bei Patienten mit
intraabdominaler septischer Komplikation. Im Gegensatz zu Patienten ohne Komplikation
wiesen Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation im weiteren Verlauf einen
markanten Anstieg der PCT-Konzentration mit Spitzenwert am 5. Tag nach Operation auf.
Hierbei wurden Maximalwerte von durchschnittlich mehr als 7 ng/ml erreicht. Dem Peak an
Tag 5 folgte ein langsamer Abfall der PCT-Konzentration im weiteren Beobachtungszeitraum
(Tag 6 bis Tag 9).

Bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz konnte ein &hnlicher Kurvenverlauf wie bei
solchen ohne Komplikation beobachtet werden (Abbildung 17). Nach kurzfristigem und
geringgradigem Anstieg der PCT-Konzentration und Maximum an Tag 2 folgte eine
schrittweise Normalisierung im weiteren postoperativen Verlauf. Unterschiedlich zeigte sich
lediglich eine verzdgerte Normalisierung der PCT-Konzentration sowie eine durchschnittlich
héhere PCT-Konzentration bei Patienten mit diagnostizierter Anastomoseninsuffizienz.
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3.2.3.2. ROC-Analyse
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Abbildung 18 Diagnostische Sicherheit der PCT-Konzentration (ng/ml) hinsichtlich des Auftretens intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen dargestellt durch eine ROC-Kurve am postoperativen Tag 3 und Tag 4.

PCT zeigte an Tag 3 nach Operation mit einer AUC von 0,6329 geringfligige diagnostische
Gaute fur die Detektion intraabdominaler septischer Komplikationen (Abbildung 18A). Ein Cut-
off der PCT-Konzentration von 0,45 ng/ml war mit einer Sensitivitat von 65,2% und einer 1 —

Spezifitdt von 30,77 % asoziiert. Der Youden-Index nahm einen Wert von 0,3445 an (Tabelle
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11). Im Hinblick auf die Detektion von Anastomoseninsuffizienzen wies PCT an Tag 3 eine
AUC von 0,6722 und damit ebenso geringfligige diagnostische Giite auf (Abbildung 18B). Es
wurde eine Sensitivitdt von 64,0% und eine Rate an falsch positiven Testergebnissen (1 —
Spezifitat) von 22,2% bei einen Cut-off von 0,45 ng/ml beobachtet. Der Youden-Index lag bei
0,4178 (Tabelle 11).

Durch Procalcitonin konnte an Tag 4 eine AUC von 0,6777 und somit ebenfalls
unzufriedenstellende diagnostische Gute hinsichtlich der Detektion von intraabdominalen
septischen Komplikationen erreicht werden (Abbildung 18C). Ein Cut-off der PCT
Konzentration von 0,25 ng/ml erbrachte eine Sensitivitdt von 68,2% und eine 1 — Spezifitat
von 36,4%. Der Youden-Index lag bei 0,3182 (Tabelle 11). Auch hinsichtlich des Auftretens
von Anastomoseninsuffizienzen zeigte die an Tag 4 erhobene PCT-Messung geringfligige
diagnostische Sicherheit. Hierbei wurde eine AUC von 0,6964 erreicht (Abbildung 18D). Es
wurde eine Sensitivitat von 66,7% und eine 1 — Spezifitdt von 28,6% bei einem Cut-off von
0,25 ng/ml erzielt. Der Youden-Index lag bei 0,381 (Tabelle 11).

Area under the curve | Youden-Index Cut-off Sensitivitat 1 — Spezifitat

Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag4 | Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4

IASC | 0,6329 0,6777 | 0,3445 | 0,3182 | 0,45 0,25 0,6522 | 0,6818 | 0,3077 | 0,3636

Al 0,6722 0,6964 0,4178 | 0,381 0,45 0,25 0,64 0,6667 | 0,2222 | 0,2857

Tabelle 11:Diagnostische Sicherheit von PCT (ng/ml) zur Diagnose intraabdominaler septischer Komplikation (IASC) bzw.

Anastomoseninsuffizienzen (Al) an den postoperativen Tagen 3 und 4.
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3.2.4. Boxplotsdarstellung der klinisch etablierten Marker
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Abbildung 19 Boxplotsdarstellung der klinisch etablierten Marker Leukozyten (G/l), CRP (mg/dl) und PCT (ng/ml) am 4.
postoperativen Tag bei Patienten ohne und mit postoperativer Komplikation (IASC, Al).
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Abbildung 19 stellt die Boxplots der klinisch etablierten Marker Leukozyten, CRP und PCT
am vierten postoperativen Tag bei Patienten ohne Komplikation sowie solchen mit
postoperativer septischer Komplikation bzw. Anastomoseninsuffizienz dar. Samtliche
Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation zeigten hdéhere CRP-Werte als
Patienten ohne Komplikation. Auch zwischen Patienten ohne Komplikationen und der
Subgruppe der Anastomoseninsuffizienzen zeigte sich ein maBgeblicher Unterschied in der
mittleren CRP-Konzentration. Patienten mit Anastomoseninsuffizienz zeigten héhere CRP-
Konzentrationen als Patienten ohne Komplikation (Abbildung 19A und B).

Sowohl Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation als auch Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz zeigten ledglich geringgradig héhere Leukozytenkonzentrationen
(Abbildung 19C und D).

Bei Vergleich der PCT-Konzentrationen ist zu erkennen, dass sich diese zwischen Patienten
mit Komplikation (IASC, Al) und Patienten ohne Komplikation am 4. postoperativen Tag
nahezu kaum unterscheiden (Abbildung 19E und F).
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3.3. Innovative experimentelle Entzindungsmarker
3.3.1. IL-6

3.3.1.1. Perioperativer Verlauf der IL-6-Konzentration
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Abbildung 20 Kinetik der durchschnittlichen IL-6-Konzentration (mg/dl) im Blut am Tag vor der Operation (0) sowie an den
postoperativen Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit und ohne postoperative intraabdominale septische Komplikation (IASC) im
Vergleich). Die rot-weif3 gestrichelte Linie stellt den Referenzwert von IL-6 (pg/ml) dar.
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Abbildung 21 Kinetik der durchschnittlichen IL-6-Konzentration (pg/ml) am Tag vor der Operation (0) sowie an den
postoperativen Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz (Al) im Vergleich zu Patienten ohne Komplikation.
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Den Abbildungen 20 und 21 ist der perioperative Verlauf der durchschnittlichen IL-6-
Konzentration (pg/ml) bei Patienten die keine Komplikation erlitten, sowie bei solchen mit
Komplikation zu entnehmen (IASC, Al). Die eingezeichnete rot-weil3 gestrichelte Linie gibt
den Referenzwert von IL-6 (<7,5 pg/ml) an.

Patienten ohne Komplikation zeigten vor der Operation, an Tag 0, durchschnittlich
normwertige IL-6-Konzentrationen. Am ersten Tag nach Operation folgte ein kurzfristiger und
rapider Anstieg der durchschnittlichen IL-6-Messwerte. Nach dem Erreichen des maximalen
Konzentrationsniveaus am ersten postoperativen Tag folgte ein Abfall des Markers bereits
am 2. postoperativen Tag und eine im Verlauf sukzessive Normalisierung im weiteren

Beobachtungszeitraum.

Demgegeniiber waren sowohl bei Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation als
auch bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz praoperativ leichtgradig erhdhte IL-6-
Konzentrationen zu verzeichnen. Postoperativ zeigte sich an Tag 1 in beiden
Komplikationsgruppen (IASC, Al) ein initialer rapider Anstieg der IL-6-Konzentration. In
beiden Komplikationsgruppen war ein Spitzenlwert an Tag 2 nach Operation zu beobachten.
Im Gegensatz zu Patienten ohne Komplikation wurden postoperativ sowohl bei
Studienteilnehmern mit intraabdominaler septischer Komplikation als auch bei solchen mit
Anastomoseninsuffizienz persistierend deutlich erhdhte IL-6-Konzentrationen im gesamten
postoperativen Beobachtungszeitraum nachgewiesen.
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3.3.1.2. ROC-Analyse
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Abbildung 22 Diagnostische Sicherheit der IL-6-Konzentration (pg/ml) hinsichtlich des Auftretens intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen dargestellt durch eine ROC-Kurve am postoperativen Tag 3 und Tag 4.

Insbesondere an Tag 4 nach Operation zeigte IL-6 mit einer AUC von 0,8808 exzellente

Diskriminationsfahigkeit hinsichtlich des Auftretens von intraabdominalen septischen

Komplikationen (Abbildung 22C). Ein Cut-off der IL-6-Konzentration von 27,0 pg/ml am 4.

postoperativen Tag erzielte eine Sensitivitat von 82,2% und eine 1 — Spezifitdt von 18,2%.

Der Youden-Index betrug 0,6404 (Tabelle 12). Im Hinblick auf die Detektion von
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Nahtinsuffizienzen war IL-6 mit mit einer AUC von 0,8163 an Tag 4 asoziiert und zeigte
damit definitionsgeman exzellente diagnostische Gute (Abbildung 22D). Ein Cut-off von 15,8
pg/ml erzielte hierbei eine Sensitivitdt von 51% und eine Rate an falsch positiven Befunden
von (1 — Spezifitat) von 0%. Der Youden-Index lag bei 0,5102 (Tabelle 12).

Die Messung von IL-6 am dritten postoperativen Tag zeigte mit einer AUC von 0,7467
moderate Vorhersagekraft fir das Auftreten einer Anastomoseninsuffizienz (Abbildung 22B).
Ein Cut-off-Wert von 93,55 pg/ml war am 3. postoperativen Tag mit einer Sensitivitat von
96% und einer 1 — Spezifitédt von 44,4% vergesellschaftet. Der Youden-Index lag bei 0,5156
(Tabelle 12). Die Vorhersagekraft fir das Auftreten von intraabdominalen septischen
Komplikationen an Tag 3 war mit einer AUC von 0,791 moderat. (Abbildung 22A). Ein
Grenzwert von 84,45 pg/ml am 3. postoperativen Tag hatte eine Sensitivitat von 97,8% und
eine Rate an falsch positiven Testergebnissen (1 — Spezifitat) von 46,2%. Der Youden-Index
betrug 0,5167 (Tabelle 12).

Area under the curve | Youden-Index Cut-off Sensitivitat 1 — Spezifitat

Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag4 | Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC | 0,791 0,8808 0,5167 | 0,6404 | 84,45 27,0 0,9783 | 0,8222 | 0,4615 | 0,1818
Al 0,7467 0,8163 0,5156 | 0,5102 | 93,55 15,8 0,96 0,5102 | 0,4444 | O

Tabelle 12: Diagnostische Sicherheit von IL-6 (pg/ml) zur Diagnose intraabdominaler septischer Komplikationen (IASC) bzw.

Anastomoseninsuffizienzen (Al) an den postoperativen Tagen 3 und 4.
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3.3.2. mHLA-DR-Expression

3.3.2.1. Perioperativer Verlauf der mHLA-DR-Expression
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Abbildung 23 Kinetik der durchschnittichen mHLA-DR-Expression (%) am Tag vor der Operation (0) sowie an den

postoperativen Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit und ohne intraabdominale septische Komplikation (IASC) im Vergleich. Aktuell

ist kein definierter physiologischer Referenzbereich der mHLA-DR-Expression bekannt, daher fehlt dieser in der Abbildung.
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Abbildung 24 Kinetik der durchschnittichen mHLA-DR-Expression (%) am Tag vor der Operation (0) sowie an den

postoperativen Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz (Al) und ohne postoperative Komplikation im Vergleich.

Aktuell ist kein definierter physiologischer Referenzbereich der mHLA-DR-Expression bekannt, daher fehlt dieser in der
Abbildung.
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Abbildung 23 und 24 vergleichen die perioperative Kinetik der durchschnittichen mHLA-DR-
Expression (%) bei Patienten ohne und mit postoperativer intraabdominaler septischer
Komplikation bzw. Anastomoseninsuffizienz. Aktuell ist kein definierter physiologischer
Referenzbereich der mHLA-DR-Expression bekannt, sodass dieser in den Abbildungen fehlt.

Sowohl bei Patienten ohne postoperative Komplikation als auch bei solchen mit
postoperativer intraabdominaler septischer Komplikation war préoperativ eine mHLA-DR-
Expression von mehr als 45% zu verzeichnen. Patienten ohne postoperative Komplikation
wiesen eine kurzzeitige Immundefizienz an Tag 1 und 2 mit Werten von weniger als 25% auf.
Nach kurzzeitig verminderter mHLA-DR-Expression folgten steigende Werte ab dem dritten
Tag nach Operation. Bei komplikationsfreien Patienten lies sich ab dem 3. postoperativen
Tag eine ,Erholung“ des Immunsystems und eine stetige Zunahme der mHLA-DR-
Expression nachweisen. Am 9. Tag nach Operation wurden in der Gruppe ohne
postoperative Komplikation wieder Ausgangswerte erreicht. Demgegenuber zeigten
Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation postoperativ eine persistierend
verminderte mHLA-DR-Expression tber den gesamten postoperativen
Beobachtungszeitraum (Tag 1 bis Tag 9). Patienten mit intraabdominaler septischer
Komplikation wiesen im gesamten postoperativen Beobachtungszeitraum eine persistierend
niedrige mHLA-DR-Expression von weniger als 25% auf.

Abbildung 24 stellt die prozentuale mHLA-DR-Expression bei Patienten mit vorliegender
Anastomoseninsuffizienz und bei Patienten ohne Komplikation gegentber. Auch hier zeigte
sich, dass Patienten mit Anastomoseninsuffizienz postoperativ kein vollstandiges
Wiedererreichen der praoperativen mHLA-DR-Expression aufwiesen. Im gesamten
postoperativen Beobachtungszeitraum wurde in Patienten mit vorliegender Nahtinsuffizienz
eine mHLA-DR-Expression von 20% nie Uberschritten. Gegenséatzlich dazu wurden sowohl
bei Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation als auch bei Patienten mit
Nahtinsuffizienz eine postoperativ persistierend niedrige mHLA-DR-Expression beobachtet.
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3.3.2.2. ROC-Analyse
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Abbildung 25 Diagnostische Sicherheit der mHLA-DR-Expression (%) hinsichtlich des Auftretens intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen dargestellt durch eine ROC-Kurve am postoperativen Tag 3 und Tag 4.

Die Messung der mHLA-DR-Expression an Tag 3 ergab mit einer AUC von 0,9267
herrausragende Vorhersagekraft zur Detektion von Anastomoseninsuffizienzen (Abbildung
25B). Ein Grenzwert von 43,4% erzielte eine Sensitivitat von 76,6% und eine Rate an falsch
positiven Testergebnissen von (1 — Spezifitdt) von 0% (Tabelle 13). Auch an Tag 4 wies
mHLA-DR mit einer AUC von 0,8866 ausgezeichnete diagnostische Sicherheit bezlglich der
Pradiktion von Nahtinsuffizienzen auf (Abbildung 25D). Ein Cut-off der von 41,6 % erzielte
eine Sensitivitat von 69,4 % und eine 1 — Spezifitdt von 0%. Der Youden-Index an Tag 3
betrug 0,766 und an Tag 4 0,7391 (Tabelle 13).
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Mit Blick auf das Auftreten von intraabdominalen septischen Komplikationen ergab der
Biomarker an Tag 3 eine AUC von 0,8005 und somit sehr gute Diskriminationsféhigkeit
(Abbildung 25A). Ein hier berrechneter Grenzwert von 45,8% erzielte eine Sensitivitat von
86,1% und eine 1 — Spezifitdt von 30,7%. Der Youden-Index betrug 0,5528 (Tabelle 13). Die
Messung an Tag 4 zeigte mit einer AUC von 0,7846 moderate Vorhersagekraft (Abbildung
25B). Hierbei ergab ein Cut-off von 36,5% eine Sensitivitat von 64,3% und eine 1 — Spezifitat
von 9,1% (Tabelle 13).

Area under the curve | Youden-Index Cut-off Sensitivitat 1 — Spezifitat

Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag4 | Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4

IASC | 0,8005 0,7846 0,5528 | 0,5519 | 45,8 36,5 0,8605 | 0,6429 | 0,3077 | 0,0909

Al 0,9267 0,8866 0,766 0,7391 | 43,4 41,6 0,766 0,7391 | O 0

Tabelle 13: Diagnostische Sicherheit der mHLA-DR-Expression zur Diagnose intraabdominaler septischer Komplikation (IASC)
bzw. Anastomoseninsuffizienzen (Al) an den postoperativen Tagen 3 und 4.

3.3.3. Endotoxin
3.3.3.1. Perioperativer Verlauf der Endotoxin-Aktivitat
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Abbildung 26 Kinetik der durchschnittlichen Endotoxin-Aktivitdét (RLU) am Tag vor der Operation (0) sowie an den
postoperativen Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit und ohne intraabdominale septische Komplikation (IASC) im Vergleich. Die rot-
weil3 gestrichelten Linien unterteilen in Low level (< 0,39 RLU) Middle Level (0,40 — 0,59 RLU) und High Level (= 0,60 RLU)
Endotoxin-Aktivitat.
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Abbildung 27 Kinetik der durchschnittlichen Endotoxin-Aktivitdt (RLU) am Tag vor der Operation (0) sowie an den
postoperativen Tagen 1 bis 9 bei Patienten mit Anastomoseninsuffizienz (Al) im Vergleich mit Patienten ohne posteroperative
Komplikation.

In den Abbildungen 26 und 27 ist die durchschnittliche Endotoxinaktivitat (RLU) bei Patienten
ohne und bei solchen mit postoperativer Komplikation dargestellt.

Es zeigt sich, dass alle Patientengruppen (keine Komplikation, IASC, Al) préoperativ eine
durchschnittlich niedrige Endotoxin-Aktivitdt (Low Level) aufwiesen. Patienten ohne
postoperative Komplikation zeigten im gesamten postoperativen Beobachtungszeitraum (Tag
1 bis Tag 9) niedrige Endotoxin-Aktivitdten. Im Vergleich dazu wurden bei Patienten mit
intraabdominaler septischer Komplikation ab dem 4. postoperativen Tag eine durchschnittlich
mittlere  Endotoxin-Aktivitdt (Middle Level) nachgewiesen. Auch Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz zeigten an allen postoperativen Tagen, ausgenommen Tag 1, 3
und 7, mittlere Endotoxin-Aktivitdt. Hohe Endotoxin-Aktivitat (High Level) wurden weder bei
Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation noch bei Patienten mit
Nahtinsuffizienz postoperativ beobachtet.
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3.3.3.2. ROC-Analyse
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Abbildung 28 Diagnostische Sicherheit von Endotoxin (RLU) hinsichtlich des Auftretens intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen dargestellt durch eine ROC-Kurve am postoperativen Tag 3 und Tag 4.

Die Messung der Endotoxin-Aktivitat (RLU) am 4. postoperativen Tag zeigte mit einer AUC
von 0,7404 akzeptable diagnostische Gite fir intraabdominale septische Komplikationen
(Abbildung 28C). Die Sensitivitat betrug 73,3%, 1 — Spezifitat 27,3%, je bei einem Grenzwert
von 0,385 (RLU). Der Youden-Index lag bei 0,4606 (Tabelle 14). Die Messung der
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Endotoxin-Aktivitdt an Tag 3 hingegen wies, mit einer AUC von 0,6271, unzureichende
Vorhersagekraft (Abbildung 28A) fur die Detektion von intraabdominalen septischen
Komplikationen auf. Hier wurde eine Sensitivitdt von 43,5% bei einem Cut-off von 0,285
(RLU) berechnet (Tabelle 14).

Fir die Diagnose von Anastomoseninsuffizienzen war die Messung der Endotoxin-Aktivitat
(RLU) sowohl am postoperativen Tag 3 als auch an Tag 4 mit einer AUC von 0,6589 und
0,6851 mit einer ungenigenden diagnostischen Sicherheit asoziiert (Abbildung 28B und D).
Ein Cut-off von 0,285 (RLU) an Tag 3 und von 0,385 (RLU) an Tag 4 erzielte eine Sensitivitat
von 42% und 69,4%. Der Youden-Index an Tag 3 lag bei 0,42 und an Tag 4 bei 0,4082
(Tabelle 14).

Area under the curve | Youden-Index Cut-off Sensitivitat 1 — Spezifitat

Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag4 | Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4

IASC | 0,6271 0,7404 0,3579 | 0,4606 | 0,285 0,385 | 0,4348 | 0,7333 | 0,0769 | 0,2727

Al 0,6589 0,6851 0,42 0,4082 | 0,285 | 0,385 | 0,42 0,6939 |0 0,2857

Tabelle 14: Diagnostische Sicherheit der Endotoxin-Aktivitat (RLU) zur Diagnose intraabdominaler septischer Komplikationen
(IASC) bzw. Anastomoseninsuffizienzen (Al) an den postoperativen Tagen 3 und 4

3.3.4. Boxplotdarstellung der innovativen experimentellen Marker

Im folgenden ist die Haufigkeitsverteilung der jeweils am 4. postoperativen Tag erhobenen
innovativen experimentellen Marker IL-6, HLA-DR und Endotoxin dargestellt. Bei
Betrachtung des Markers IL-6 fallt auf, dass die mediane IL-6-Konzentration sowohl in
Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation als auch in Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz deutlich héher war als in Patienten ohne Komplikation. Allerdings
war in den beiden Komplikationsgruppen eine wesentlich breitere Streuung der Werte zu
verzeichnen. Extreme Abweichungen der Werte waren nur in den beiden Patienten-

Subgruppen mit Komplikationen festzustellen (Abbildung 29A und B).

In der graphischen Darstellung der mHLA-DR-Expression ist festzustellen, dass alle
Patienten mit diagnostizierter Anastomoseninsuffizienz ausnahmslos niedrigere Werte als
Patienten ohne Komplikation aufwiesen. Patienten mit intraabdominaler septischer
Komplikation zeigten eine deutliche geringere mittlere mHLA-DR-Expression. Beide
Komplikationsgruppen legten eine breitere Streuung der Werte dar (Abbildung 29C und D).

Sowohl Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation also auch Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz zeigten eine geringradig héhere Endotoxinkonzentration (Abbildung
29D und F).
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Abbildung 29 Boxplotsdarstellung der innovativen experimentellen Marker IL-6 (pg/ml), mHLA-DR-Expression(%) und
Endotoxin (RLU) am 4. postoperativen Tag bei Patienten ohne und mit postoperativer Komplikation (IASC, Al).

3.3.5. Sensitivitat, Spezifitat, NPV und PPV der analysierten Marker

Die nachfolgende Tabelle (Tabelle 15) gibt eine Ubersicht iber die jeweilige Sensitivitat,
Spezifitdt sowie Uber den positiv pradiktiven Wert (PPV) und den negativ pradiktiven Wert
(NPV) der analysierten Marker. Dargestellt sind die erhobenen Werte der Patienten mit
intraabdominaler  septischer Komplikation  (IASC) sowie der Patienten  mit
Anastomoseninsuffizienz (Al) am 3. und 4. Tag nach Operation. Hervorgehoben sind die
Biomarker, die im Rahmen der ROC-Analyse die gréBte AUC, folglich, die gréBte
diagnostische Sicherheit erzielten.

Unter den klinisch etablierten Markern zeigte CRP am 4. postoperativen Tag den héchsten
AUC-Wert (0,8463) fir die Detektion von intraabdominalen septischen Komplikationen und
damit herrausragende diagnostische Gute. Ein Grenzwert von 9,4 mg/dl war mit einer
Sensitivitdt von 76,2%, einer Spezifitdt von 90,1% und einem negativ pradiktiven Wert von
91,7% verbunden. Der positiv pradiktive Wert lag bei 74,1 %.

Unter den experimentellen Markern wies mHLA-DR am 3. Tag nach Operation mit einer AUC
von 0,9267 die groBte diagnostische Gite flr das Aufzeigen von Anastomoseninsuffizienzen
auf. Bei einem errechneten Cut-off von 43,4% erreichte die mHLA-DR-Expression eine
Sensitivat von 76,6% und eine Spezifitdt von 100%. Der negativ pradiktive Wert lag bei
94,6% und der positiv pradiktive Wert bei 100%. Auch am 4. Tag nach Operation erzielte die
mHLA-DR-Expression mit einer AUC von 0,8866 ausgezeichnete diagnostische Gite fir die
Detektion von Anastomoseninsuffizienzen. Ein Cut-off der mHLA-DR-Expression von 41,6%
erzielte eine Sensitivitét von 73,9%, eine Spezifitdt von 100%, einen negativ pradiktiven Wert
von 94% und einen positiv pradiktiven Wert von 100%.

Mit einer AUC von 0,8808 zeigte ferner IL-6, gemessen am 4. postoperativen Tag, mit Blick
auf intraabdominale septischn Komplikationen die gréBte diagnostische Gute. Ein Cut-off der
IL-6-Konzentration von 27,0 pg/ml erbrachte eine Sensitivitat von 82,2% und eine Spezifitat
von 81,2%. IL-6 erreichte zudem einen negativ pradiktiven Wert von 94,4% und einen positiv
pradiktiven Wert von 55,1%. Bezlglich der Inzidenz von Anastomoseninsuffizienzen war IL-6
am 4. Tag nach Operation mit einer AUC von 0,8163 und damit ausgezeichneter
diagnostischer Sicherheit zu messen. Ein Cut-off der IL-6-Konzentration von 15,8 pg/ml war
mit einer Sensitivitat von 51%, einer Spezifitat von 100%, einem negativ pradiktiven Wert von
92,2% und einem positiv pradiktiven Wert von 100% verbunden.
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CRP [mg/dl]
Cut-off Sensitivitat Spezifitat NPW PPW AUC
Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC 14,8 9,4 0,8376 0,7619 0,6154 0,9091 0,9170 | 0,9178 0,4268 0,7414 0,7638 0,8463
Al 16,55 9,4 0,8298 0,6957 | 0,5556 0,8571 0,9446 | 0,9363 0,2634 0,4824 0,7056 0,7236
Leukozyten [G/I]
Cut-off Sensitivitat Spezifitat NPW PPW AUC
Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC 11,6 7,7 0,9149 0,6444 0,4615 0,6364 0,9524 | 0,8686 0,3151 0,3243 0,6596 0,6323
Al 9,25 7,7 0,7255 0,6531 0,7778 0,8571 0,9425 | 0,9346 0,361 0,4416 0,7342 0,7376
PCT [ng/ml]
Cut-off Sensitivitat Spezifitat NPW PPW AUC
Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC 0,45 0,25 0,6522 0,6818 0,623 0,6364 0,8802 | 0,8807 0,3647 0,3368 0,6329 0,6777
Al 0,45 0,25 0,64 0,6667 0,7778 0,7143 0,9259 | 0,9253 0,3326 0,2876 0,6722 0,6964
IL-6 [pg/ml]
Cut-off Sensitivitat Spezifitat NPW PPW AUC
Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC 84,45 27,0 0,9783 0,8222 0,5385 0,8182 0,9892 | 0,9444 0,3647 0,5505 0,791 0,8808
Al 93,55 15,8 0,96 0,5102 0,5556 1 0,9877 | 0,9219 0,2721 1 0,7467 0,8163
mHLA-DR-Expression [%]
Cut-off Sensitivitat Spezifitat NPW PPW AUC
Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC 45,8 36,5 0,8605 0,6429 0,6923 0,9091 0,9355 | 0,8815 0,4889 0,7076 0,8005 0,7846
Al 43,4 41,6 0,766 0,7391 1 1 0,9461 0,9403 1 1 0,9267 0,8866
Endotoxin [RLU]
Cut-off Sensitivitat Spezifitat NPW PPW AUC
Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4 Tag 3 Tag 4
IASC 0,285 0,385 0,4348 0,7333 0,9231 0,7273 0,8578 | 0,9097 0,6049 0,4214 0,6271 0,7404
Al 0,285 0,385 0,42 0,6939 1 0,7143 0,9088 0,931 1 0,2959 0,6589 0,6851

Tabelle 15: Ubersicht iber die area under the curve (AUC), Sensitivitit, Spezifitat, den negativ pradiktiven Wert und den positiv pradiktiven Wert mit dem jeweilig erhobenen Cut-off der untersuchten

Biomarker

an

Tag

3

und
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3.3.5.1. Vergleich der diagnostischen Giite der klinisch etablierten Marker

Tabelle 16 vergleicht die pradiktive Wertigkeit der Leukozytenzahl (G/L), CRP (mg/dl) und
PCT (ng/ml). Dargestellt ist die AUC der einzelnen Serum-Marker jeweils an Tag 3 und Tag
4 hinsichtlich der Pradiktion einer intraabdominalen septischen Komplikation bzw. einer

Anastomoseninsuffizienz.

AUC fur IASC AUC fiir Al

Tag 3

CRP [mg/dl] 0,7638 0,7056
PCT [ng/ml] 0,6329 0,6722
Leukozyten [G/]] 0,6596 0,7342
Tag 4

CRP [mg/dl] 0,8463 0,7236
PCT [ng/ml] 0,6777 0,6964
Leukozyten [G/I] 0,6323 0,7376

Tabelle 16: Vergleich der diagnostischen Gite des CRP (mg/dl), PCT (ng/ml) und der Leukozytenzahl (G/l) an den
postoperativen Tagen 3 und 4. AUC: area under the curve, IASC: intraabdominale septische Komplikation, Al:
Anastomoseninsuffizienz

3.3.5.2. Vergleich der diagnostischen Giite des CRP, IL-6 und der mHLA-DR-
Expression

In der unten aufgefihrten Tabelle (Tabelle 17) wird die diagnostische Sicherheit des CRP
(mg/dl), IL-6 (pg/ml) und der mHLA-DR-Expression verglichen. Angegeben ist die AUC der
Biomarker jeweils am 3. und 4. postoperativen Tag im Hinblick auf die Vorhersage einer

intraabdominalen septischen Komplikation bzw. einer Anastomoseninsuffizienz.

IASC Al

AUC Sensitivitat | Cut-off AUC Sensitivitat Cut-off
Tag 3
CRP [mg/dI] 0,7638 | 0,8376 14,8 0,7056 | 0,8298 16,55
IL-6 [pg/ml] 0,5167 | 0,9783 84,45 0,7467 | 0,96 93,55
mHLA-DR [%] 0,8005 | 0,8605 45,8 0,9267 | 0,766 43,4
Tag 4
CRP [mg/dI] 0,8463 | 0,7619 9,4 0,7236 | 0,7619 9,4
IL-6 [pg/ml] 0,8808 | 0,8222 27 0,8163 | 0,5102 15,8
mHLA-DR [%] 0,7846 | 0,6429 36,5 0,8866 | 0,7391 41,6

Tabelle 17: Vergleich der diagnostischen Gite des CRP (mg/dl), IL-6 (pg/ml) und der mHLA-DR-Expression (%) an den
postoperativen Tagen 3 und 4. AUC: area under the curve, IASC: intraabdominale septische Komplikation, Al:
Anastomoseninsuffizienz
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4. DISKUSSION

Intraabdominale septische Komplikationen (IASC) nach kolorektalen Eingriffen treten je nach
Patientenkollektiv in bis zu 23% der Félle auf und sind mit einer kurzfristigen Mortalitat mit
Raten bis Uber 30% [10, 45] behaftet. Sie haben desastrésen Einfluss auf das kurzfristige
und langfristige Operationsergebnis. So resultieren sie nicht nur in erhdhter Mortalitat,
sondern auch verklrztem Langzeitiberleben und héheren Rekurrenzraten. Nicht zuletzt sind
sie auch mit verldngertem Krankenhausaufenthalt und hdhere Kosten flir das
Gesundheitswesen vergesellschaftet [13-16]. Aufgrund der Haufigkeit sowie der
schwerwiegenden Konsequenzen, die mit dem Auftreten intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen verbunden sind, ist eine friihzeitige
Diagnose und infolgedessen eine konsequente frih- bzw. rechtzeitige adaquate Therapie
notwendig, um mdogliche Folgen zu minimieren. Falls frihzeitig diagnostiziert, kann eine
adaquate konservative, interventionelle oder operative Therapie initiert werden und die
komplikationsbedingte Morbiditat und Mortalitat gesenkt werden [32, 38].

In dieser Studie zeigte sich eine Inzidenz postoperativer intraabdominaler septischer
Komplikationen von 21%, wovon wiederum der GroBteil (69%) an einer
Anastomoseninsuffizienz litten. Die Mortalitat in der vorliegenden Studie lag bei 0 %.

Die besonders friihzeitige Identifizierung von Patienten, die eine IASC oder Al erleiden, ist
zweifelsfrei von enormem klinischen und sozioékonomischen Interesse. Insbesondere in
Zeiten der sogenannten ,Fast-Track-Chirurgie®, welche eine zeitnahe Entlassung des
Patienten aus der klinisch stationaren Uberwachung zum Ziel hat, ist eine friihzeitige
Diagnose von postoperativen intraabdominalen septischen Komplikationen und
Anastomoseninsuffizienzen nach kolorektalem Eingriff wichtig, um verschleppte und
signifikant verspéatet diagnostizierte Komplikationen nach Entlassung zu vermeiden.
Karliczek et al. zeigten in ihrer Studie, dass klinische Merkmale wie Fieber,
Bauchschmerzen, Tachykardie, Hypertension oder Dyspnoe als unverlassliche Pradiktoren
derartiger Komplikationen anzusehen sind [99]. Insbesondere aufgrund der haufig
asymptomatischen klinischen Prasentation in bis zu 50% der betroffenen Patienten besitzt
die isoliert klinische Beurteilung des Patienten nur eine unzureichende diagnostische
Prazision und weist eine mangelhafte Vorhersagegenauigkeit in der Detektion postoperativer
septischer Komplikationen auf [99]. Radiologische Bildgebung ist angesichts hoher Kosten
und Strahlenbelastung als generelles diagnostisches Instrument ebenso ungeeignet als
postoperativer Standard [100]. Laborchemische Biomarker nehmen daher eine
Schllsselrolle in der friihzeitigen Diagnose von postoperativen, intraabdominalen septischen

64



Diskussion

Komplikationen ein, da sie Uber die routine-méaBige periphere Blutentnahme postoperativ
einfach gemessen werden kénnen [101].

In der vorliegenden Arbeit wurden der perioperative Verlauf und die diagnostische Wertigkeit
klinisch etablierter sowie experimenteller Sepsis-Marker nach kolorektalen Eingriffen
untersucht und verglichen. Im Verlauf der letzten Jahre haben sich Biomarker wie die
Leukozytenzahl, C-reaktives Protein und Procalcitonin im klinischen Alltag als bewéhrte
Entzindungsmarker etabliert und eine feste Position in der postoperativen laborchemischen
Routinediagnostik eingenommen. Insbesondere CRP erwies sich im Rahmen von Studien
als verlasslicher und akkurater Marker und zeigte sich auch nach kolorektalen Eingriffen
zuverldssig [52]. Procalcitonin und die Leukozytenzahl wurden ebenso hinsichtlich ihrer
diagnostischen und prognostischen Eigenschaften in der kolorektalen Chirurgie in Studien
erprobt [102-105]. Die gewonnenen Erkenntnisse sind jedoch insgesamt als kontrovers zu
bewerten und werden im weiteren kritisch diskutiert sowie mit den in der vorliegenden Studie
gewonnenen Ergebnissen verglichen. Neben klinisch etablierten Entzindungsmarkern
wurden in vorangegangen Studien auch zahlreiche experimentelle Marker bezuglich ihrer
diagnostischen Gite im Rahmen der Sepsis untersucht [84, 106-109]. Hierunter befinden
sich auch die in der vorliegenden Studie untersuchten Marker IL-6, die mHLA-DR-Expression
und das Endotoxin. Die in der Studie fUr diese Marker erzielten Ergebnisse werden im
Folgenden ebenfalls kritisch mit den Ergebnissen aus der Literatur diskutiert werden.

4.1. Wertigkeit der klinisch etablierten Entzindungsmarker

Insbesondere die Leukozytenzahl, CRP und PCT waren in den letzten Jahren im Fokus
wissenschaftlicher Arbeiten und ihr Stellenwert als diagnostischer Serum-Marker in der
friihen postoperativen Phase nach kolorektalen Eingriffen wurde mehrfach untersucht.

Die Bestimmung der Leukozytenzahl bzw. der Nachweis einer Leukozytose zahlt zu den
haufigsten angewandten Indikatoren einer Entziindung bzw. einer Infektion. Es hat sich aber
gezeigt, dass eine postoperative Leukozytose auch ohne Infektionsfokus vorliegen kann.
Umgekehrt, kann eine postoperative Infektion auch ohne Leukozytose einhergehen [110].
Dennoch wird beim postoperativen Monitoring die Bestimmung der Leukozytenzahl im
klinischen Alltag regelhaft durchgefiihrt und hat sich als postoperative Routinediagnostik
etabliert. Jedoch ist die Datenlage dartber, wann eine Bestimmung des Biomarkers
idealerweise erfolgen sollte, schwach [51]. Sua et al. veréffentlichten eine Metaanalyse,
welche séamtliche seit 1996 durchgefliihrten Studien zur Evaluation der pradiktiven Fahigkeit
von Leukozyten in der kolorektalen Chirurgie im Kontext der Anastomoseninsuffizienz
einschloss [51]. Den 8 Arbeiten war gleichermalBBen zu entnehmen, dass ein Maximum der
Leukozytenkonzentration am Tag der Nahtinsuffizienz zu verzeichnen ist. Dies konnte in den
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aktuell vorliegenden Daten nicht bestatigt werden (Abbildung 10). Hier zeigte sich der
Spitzenwert der Leukozytenzahl am zweiten Tag nach aufgetretener Leckage. In der von uns
durchgefiihrten Studie wurde zudem die diagnostische Sicherheit der Leukozytenzahl am 3.
und 4. Tag nach Operation bezlglich des Auftretens von intraabdominalen septischen
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienz nach kolorektaler Chirurgie erhoben. Tabelle
15 zeigt, dass die pradiktive Fahigkeit der Leukozyten sowohl an Tag 3 als auch an Tag 4
der CRP-Messung hinsichtlich der Detektion von intraabdominalen septischen
Komplikationen deutlich unterlegen war und nur unzufriedenstellende Ergebnisse zeigte.
Zum gleichen Ergebnis kamen auch Ortega-Deballon et al. [103]. Auch hier wurde bestatigt,
dass die diagnostische Wertigkeit der Leukozytenzahl hinsichtlich der Préadiktion von
infektiosen Komplikationen nach kolorektalen Eingriffen unzufriedenstellend und der
diagnostischen Wertigkeit von CRP unterlegen ist. Warschkow et al. bekréftigten dieses
Ergebnis und stellten fest, dass die Vorhersagekraft der Leukozytenzahl lediglich dem Zufall
entspricht [111].

Bei Betrachtung der perioperativen Dynamik der durchschnittlichen Leukozytenzahl (G/L) bei
Patienten mit intraabdominaler septischer Komplikation (Abbildung 8) und bei Patienten mit
Anastomoseninsuffizienz (Abbildung 9) fallt auf, dass in der Gruppe der intraabdominalen
septischen Komplikationen an Tag 4, 6 und 7 nach Operation Normwerte beobachtet
wurden. Im Gegensatz dazu, zeigten Patienten mit vorliegender Anastomoseninsuffizienz an
keinem Tag normwertige Leukozytenzahlen im postoperativen Verlauf. Daraus lasst sich
folgern, dass die pradiktive Wertigkeit der Leukozytenzahl hinsichtlich der Detektion von
Nahtinsuffizienzen mit einer AUC von 0,7342 (Tag 3) bzw. von 0,7376 (Tag 4) zwar
unzureichend ist, sich jedoch im perioperativen Verlauf eindeutige Unterschiede in der
durchschnittlichen Konzentration des Serum-Markers zeigen. In Patienten mit vorliegender
Anastomoseninsuffizienz liesen sich, im Vergleich zu Patienten ohne Komplikation, deutlich
erhéhte Leukozytenkonzentrationen im postoperativen Verlauf beobachten.

CRP ist ein Akute-Phase-Protein, welches reaktiv durch Stimulation proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-o und IL-6 in der Leber synthetisiert wird. Es spielt als Aktivator des
Komplementweges eine tragende Rolle im angeborenen Immunsystem und hat supportive
Aktivitat in der Phagozytose von beschadigten und fremden Zellen. Aufgrund seiner kurzen
und stabilen Halbwertszeit von etwa 19 Stunden ist CRP ein verlasslicher, aber auch
unspezifischer Marker, in der Detektion von akuten Entziindungsvorgangen im Koérper [112].

CRP wurde bereits mehrfach in Studien auf seine pradiktive Eigenschaft in der Detektion von
postoperativen infektiésen Komplikationen nach chirurgischer Intervention untersucht [103,
111, 113-115]. Warschkow et al. priften in einer retrospektiv durchgeflihrten Studie, welche
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insgesamt 1187 Patienten einschloss, die pradiktive Wertigkeit von CRP spezifisch im
Hinblick auf die Entwicklung von septischen Komplikationen nach kolorektalen Eingriffen
[116]. Hierbei zeigte CRP am 4. postoperativen Tag die beste diagnostische Gite. Bestatigt
wurden diese Ergebnisse durch eine von Singh et al. durchgeflihrte Metaanalyse, die
insgesamt 7 Studien zur pradiktiven Wertigkeit von CRP in der kolorektalen Chirurgie
einschloss [112]. Darin wurde gleichermalBen beobachtet, dass der pradiktive Nutzen von
CRP am 3. bis 5. postoperativen Tag am GrdBten ist. In einer weiteren Studie, welche 50
elektive Kolonresektionen untersuchte wurde die beste diagnostische Giite des Serum-
Markers am 5. Tag nach Operation beobachtet [102]. Allerdings wurde in dieser Studie keine
Messung der CRP-Konzentration am 4. postoperativen Tag durchgefihrt. In der bisher
gréBten multizentrischen, prospektiven Studie, der IMACORS- Studie, wurden 510
kolorektale Eingriffe mit primarer Anastomosenanlage untersucht [52]. Auch dieser Literatur
ist zu entnehmen, dass die pradiktive Wertigkeit von CRP am 4. Tag nach Eingriff sein

Maximum erreicht.

Im Einklang mit der vorhandenen Literatur wurde in der durchgefihrten Studie die
diagnostische Sicherheit von CRP (sowie der anderen Entziindungsmarker) mit Fokus auf
den 3. und 4. Tag nach durchgefihrtem kolorektalen Eingriff evaluiert.

Tabelle 18 vergleicht die AUC-Werte des CRP zur Vorhersage intraabdominaler septischer
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienz als wichtigen Parameter der diagnostischen
Glte an Tag 3 und Tag 4 nach Operation mit den Ergebnissen ausgewahlter publizierter
Studien [52, 103, 111, 115]. Hierbei wurden die in der Literatur groBten Patientenserien
sowie die der vorliegenden Studie konzeptionell &ahnlichsten der letzten zwdlf Jahre
ausgewahlt. Es zeigt sich, dass CRP bei allen aufgeflihrten Studien seine gréBte
diagnostische Glte am 4. Tag nach Operation aufzuweisen scheint. Dies wurde durch die
vorliegende Studie bestétigt, wobei die AUC im Vergleich zu Tag drei (0,7638) bei 0,8463

lag.

Folgend sollen die erhobenen Ergebnisse unserer Studie mit den Ergebnissen konzeptionell
ahnlicher Studien verglichen und diskutiert werden.

In einer von Welsch et al. durchgeflihrten Arbeit erzielte CRP am 4. postoperativen Tag eine
AUC von 0,88 hinsichtlich der Detektion von intraaabdominalen septischen Komplikationen
[115]. In Ubereinstimmung mit unserer Studie wies CRP, gemessen am 4. postoperativen
Tag, ausgezeichnete diagnostische Sicherheit (AUC von 0,85) im Bezug auf die Detektion
von intraabdominalen septischen Komplikationen auf. Bei einem Grenzwert von 14 mg/dI
wurde eine Sensitivitdt von 54,3% und eine Spezifitdt von 92,3% errechnet. In den aktuell
vorliegenden Daten erreichte ein Cut-off von 9,4 mg/dl eine Sensitivitdt von 76,2% und eine
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Spezifitdt von 90,9%. Die im Vergleich hdéhere Sensitivitét, aber geringere Spezifitdt kann
durch den statistisch niedriger errechneten Grenzwert erklart werden. Die starkere
Diskriminationskraft kann mutmaglich durch die gréBere Patientenzahl in der von Welsch et
al. [115] verfassten Studie (n= 96) im Vergleich zu dieser (n=61) erklart werden. Auffallig
zeigt sich die unterschiedliche Rate an Anastomoseninsuffizienzen in den beiden Studien.
Wahrend Welsch et al. 96 Patienten einschloss und eine Rate an
Anastomoseninsuffizienzen von 5,5% verzeichnete, war die Rate an Nahtinsuffizienzen in
der vorliegenden Arbeit mit 14,8% bei 61 eingeschlossenen Patienten deutlich héher. Diese
Diskrepanz kann vermutlich durch die unterschiedlichen Patientenkohorten erklart werden. In
unserer Studie wurde ein heterogenes Patientenkollektiv untersucht, welches Patienten mit
Karzinom sowie mit akut und chronisch entzindlicher Darmerkrankung einschloss.
Dahingegen waren Patienten mit entzindlicher Darmerkrankung (akut oder chronisch)
Ausschlusskriterium in der von Welsch et al. durchgeflihrten Arbeit. Studien haben gezeigt,
dass Kolektomien aufgrund von Divertikultis sowie das Vorliegen einer chronisch
entzindlichen Darmerkankung mit einem erhéhten Risiko fir das Auftreten von
Anastomoseninsuffizienzen einhergehen [42, 117].

2009 publizierten Ortega-Deballon et al. eine Studie, welche ein Patientenkollektiv
einschloss, das dem der vorliegenden Studie sehr ahnlich war [103]. 133 Patienten, die sich
einem kolorektalen Eingriff mit Anastomosenanlage unterzogen, wurden prospektiv
eingeschlossen. Primare Endpunkte stellten das Auftreten postoperativer septischer
Komplikationen sowie eine Anastomoseninsuffizienz dar. CRP, gemessen am 4.
postoperativen Tag, erreichte eine AUC von 0,804 hinsichtlich der Detektion von
intraabdominalen septischen Komplikationen und bezlglich des Auftretens einer
Anastomoseninsuffizienz eine AUC von 0,716. Tabelle 18 zeigt, dass diese Ergebnisse mit
den Ergebnissen unserer Studie vergleichbar waren. Sowohl in unserer Studie als auch in
der von Ortega-Deballon et al. durchgefiihrten Studie demonstrierte CRP ausgezeichnete
Diskriminationskraft beim Aufzeigen intraabdominaler septischer Komplikationen und
zufriedenstellende diagnostische Gite in der Detektion von Anastomoseninsuffizienzen.
Unterschiedlich stellt sich die Mortalitat dar. In der von Ortega-Deballon et al. verdffentlichten
Studie lag die Mortalitat bei 4,5% (n=6). Drei der verstorbenen Patienten litten dabei an einer

Anastomoseninsuffizienz. In unserer Studie verstarb kein Patient.

Kurzlich wurde von Facy et al. die gréBte multizentrisch-prospektive Studie publiziert, die mit
dem Studiendesign der vorliegenden Studie mafBgeblich Ubereinstimmt [52]. 510 Patienten,
die sich einem kolorektalen Eingriff mit Anastomosenanlage unterzogen, wurden in die
Studie eingeschlossen. Primares Outcome war das Auftreten von intraabdominalen
septischen Komplikationen. Die Messung von CRP am 4. postoperativen Tag zeigte eine
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AUC von 0,775 und damit zufriedenstellende diagnostische Sicherheit. Ein Cut-off der CRP-
Konzentration von 9,4 mg/dl war mit einer Sensitivitat von 81% und einer Spezifitat von 64%
asoziiert. Der negativ pradiktive Wert lag bei 96%. Die Sensitivitdt und Spezifitat in unserer
Studie lag bei identischem Schwellenwert bei 76,2% bzw. 90,9%. Der negativ pradiktive Wert
erreichte 91,8%. CRP gemessen am 4. Tag nach Operation erreichte eine AUC von 0,8463
und somit ausgezeichnete diagnostische Sicherheit. Die im Vergleich zu unserer Studie
héhere Sensitivitdt und der gréBere negativ pradiktive Wert ist héchstwahrscheinlich durch
die bedeutend groBere Patientenzahl sowie durch die geringere Rate an intraabdominalen
septischen Komplikationen (11,8% vs. 14%) zu erklaren. Grund fir die geringere
Komplikationsrate bei Facy et al. ist moglicherweise der Ausschluss von Notfalleingriffen.
Aktueller Evidenz besagt, dass Notfalleingriffe mit einem erhdhten Risiko fur das Auftreten
einer Anastomoseninsuffizienz einhergehen [38, 118]. Ein weiterer Grund flr die geringere
Komplikationsrate stellt eventuell die Definition des primaren Endpunktes dar. Wéhrend bei
Facy et al. lediglich Anastomoseninsuffizienz und abdominale Organinfektionen zu
postoperativen intraabdominalen Infektionen gezahlt wurden, umfasste die Definition in der
vorliegenden Arbeit zuséatzlich intraabdominale Abszesse.

2012 wurde von Warschkow et al. eine Arbeit publiziert, die 1187 Patienten mit histologisch
gesichertem kolorektalen Karzinom und folgender offener Resektion einschloss [111]. Auch
in dieser Literatur zeigte sich die gréBte diagnostische Gite von CRP am 4. Tag nach
Operation. Weiter wurde nachgewiesen, dass CRP mit einer AUC von 0,77
zufriedenstellende diagnostische Wertigkeit im Bezug auf das Auftreten von
Anastomoseninsuffizienzen besitzt. Diese Ergebnisse mussen jedoch kritisch eingeordnet
werden. Obligates Einschlusskriterium war das Vorliegen eines kolorektalen Karzinoms. Die
Behandlung eines Karzinoms geht im GroBteil der Falle mit neoadjuvanter Chemo- und/oder
Strahlentherapie einher. Eine erfolgte préaoperative Strahlentherapie stellt einen
unabhangigen Riskofaktor flr das Auftreten postoperativer Anastomoseninsuffizienzen dar
[43, 46]. 20% der eingeschlossenen Patienten in unserer Studie erhielten eine praoperative
Strahlentherapie. Der Anteil der Patienten, welche préoperativ eine Strahlentherapie
erhielten ist den von Warschkow et al. veréffentlichten Daten nicht zu entnehmen. Da jedoch
das Vorliegen eines histologisch gesicherten Kkolorektalen Karzinoms obligates
Einschlusskriterium darstellte, kann mutmaBlich von einem hdheren Anteil ausgegangen

werden.

Zusammengefasst zeigen zahlreiche Studien und auch die vorliegende, dass CRP einen
verldsslichen und akkuraten Marker in der Detektion von intraabdominalen septischen
Komplikationen und Anastomoseninsuffizienz darstellt. Die Messung der CRP-Konzentration
am 4. Tag nach Operation besitzt insbesondere zur ldentifizierung von Patienten mit
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intraabdominalen septischen Komplikationen ausgezeichnete diagnostische Sicherheit. In
Bezug auf Anastomoseninsuffizienzen weist CRP zufriedenstellende Gute auf. Hieraus lasst
sich schlussfolgern, dass CRP in der postoperativen laborchemischen Routinediagnostik am
4. Tag nach Operation bestimmt werden sollte.

AUC Sensitivitat Spezifitat
IASC Al IASC Al IASC | Al
unsere Sudie Tag 3 | 0,7638 | 0,7638 | 0,8376 0,8298 | 0,6154 | 0,5556
(2017) Tag 4 | 0,8463 | 0,7236 | 0,7619 0,6957 | 0,9091 | 0,8571
Facy et al. Tag 3 | 0,684 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(2016) [52] Tag4 | 0,775 n.a. 0,81 n.a. 0,64 n.a.
Welsch et al. Tag 3 | 0,88 n.a. 0,800 n.a. 0,810 | n.a.
(2007) [115] Tag4 | 0,88 n.a. 0,543 n.a. 0,923 | n.a.
Warschkow et al. Tag 3 | 0,69 0,66 0,54 0,58 0,78 0,75
(2012) [111] Tag4 | 0,76 0,77 0,66 0,75 0,77 0,71
Ortega-Deballon etal. | Tag3 | n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(2010) [103] Tag4 | 0,804 |0,716 |n.a. 0,818 n.a. 0,6444

Tabelle 18: Vergleich der area under the curve sowie der Sensitivitat von CRP (mg/dl) an den postoperativen Tagen 3 und 4 fir
die Detektion von intraabdominalen septischen Komplikationen (IASC) und Anastomoseninsuffizienzen (Al) in der vorliegenden
sowie in ausgewahlten publizierten Studien.

Ferner wurde in unserer Studie die perioperative Dynamik der durchschnittichen CRP-
Konzentration am Tag vor der Operation sowie an den ersten 9 Tagen nach Operation
untersucht (Abbildung 12 und 13). Patienten mit komplikationslosem Verlauf zeigten ein
Maximum des Serum-CRP von mehr als 10 mg/dl an Tag 2 mit folgend raschem Abfall der
CRP-Konzentration. Im Vergleich dazu wiesen sowohl Patienten mit postoperativer
intraabdominaler septischer Komplikation als auch Patienten mit Anastomoseninsuffizienz
neben einem initial ausgepragteren CRP-Anstieg mit Werten von Uber 15 mg/dl am zweiten
postoperativen Tag einen fehlenden CRP-Abfall im postoperativen Verlauf auf. Bei Patienten
beider

persistierend erhéhte CRP-Konzentrationen von mehr als 15 mg/dl festzustellen. Die in

Komplikationsgruppen waren innerhalb der ersten 8. postoperativen Tage
unserer Studie beobachtete perioperative Dynamik der CRP-Konzentration zeigte sich
Ubereinstimmend zu vorangegangenen Studien [52, 115, 119]. Welsch et al. legten ebenfalls
dar, dass eine postoperativ persistierend erhéhte CRP-Konzentration als Indikator einer
postoperativen infektiésen Komplikation anzusehen ist [115]. In den 2007 verdffentlichten
Daten wurde gezeigt, dass Patienten mit postoperativer infektiéser Komplikation nach
kolorektalem Eingriff anhaltend erhéhte CRP-Konzentrationen von mehr als 10 mg/dl
aufwiesen. AuBerdem wurde demonstriert, dass ein maximales Konzentrationsniveau des
Serum-CRP an Tag 2 mit anschlieBendem raschem Abfall einen unkomplizierten
postoperativen Verlauf anzuzeigen in der Lage ist. Diese Ergebnisse wurden durch die

aktuell vorliegenden Daten bestétigt. Das Auftreten eines kurzfristigen CRP-Maximums am
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2. postoperativen Tag bei Patienten mit komplikationslosem postoperativen Verlauf kann
durch das Operationstrauma erklart werden. Yamamoto et al. legten 2004 dar, dass
unterschiedliche intraoperative Techniken mit einem Maximum der CRP-Konzentration und
anschlieBendem konsekutivem Abfall am 2. Tag nach Operation einhergehen [120]. Dies
bestatigt, dass allein das Operationstrauma bzw. der durchgefiihrte kolorektale Eingriff selbst
zu einer signifikanten Erhéhung der Serum-CRP-Konzentration fihrt.

Persistierend erhdhte CRP-Werte bei Patienten mit postoperativer Komplikation sind
mutmaBlich damit zu erklaren, dass bereits unmittelbar nach der Operation insbesondere
aber vor der klinischen Manifestation einer vorliegenden septischen Komplikation ein
subklinischer Entziindungsprozess mit Aktivierung der CRP-Produktion vorliegt. Die Serum-
CRP-Konzentration ist weitestgehend unabh&ngig von Organdysfunktionen und entspricht
daher direkt proportional der Syntheserate [59]. Da die Leber als einziges Organ an der
CRP-Produktion beteiligt ist, kann die Serum-CRP-Konzentration lediglich durch das
Vorliegen einer Leberinsuffizienz verfélscht werden. Kein Patient unserer Studie litt an einer
fortgeschrittenen Leberinsuffizienz. Die Syntheserate von CRP spiegelt die Intensitat der
vorliegenden Entziindung wieder [59]. Infolgedessen muss aufgrund der postoperativ
persistierend erhdéhten CRP-Konzentration bei Patienten mit Komplikation davon
ausgegangen werden, dass das Vorliegen einer intraabdominalen septischen Komplikation
einen frihzeitigen Entzindungsprozess initiert und mit frihzeitig gesteigerter CRP-
Produktion einhergeht. Zum heutigen Zeitpunkt sind 18 Studien bekannt, in denen CRP
hinsichtlich seiner prognostischen Eigenschaften in der Detektion von intraabdominalen
septischen Komplikationen und Anstomoseninsuffizienz untersucht wurde [51]. In sémtlichen
Studien war das Auftreten einer Anastomoseninsuffzienz mit einer signifikant erhéhten CRP-
Konzentration vor Diagnosestellung verbunden [51]. Dies unterstreicht die Hypothese, dass
bei Auftreten einer postoperativen Komplikation die Aktivierung der CRP-Produktion und
infolgedessen ein subklinischer Entziindungsprozess bereits vor dem Auftreten klinischer
Symptome besteht. Eine persistierend erhéhte CRP-Konzentration nach kolorektalem
Eingriff muss daher als Warnhinweis flr das Vorliegen einer postoperativen infektibsen
Komplikation angesehen werden.

Abbildung 14 zeigt die Dynamik der durchschnittichen CRP-Konzentration in Patienten mit
intraabdominaler septischer Komplikation 5 Tage vor der Diagnosestellung, am Tag der
Diagnosestellung und 5 Tage danach. In unserer Studie wurde gezeigt, dass Patienten mit
aufgetretener Komplikation am Tag nach der Diagnose ein maximales Konzentrationsniveau
der Serum-CRP-Konzentration von mehr als 20 mg/dl erreichen und anschlieBend ab dem 3.
Tag nach Diagnosestellung ein rapider Abfall folgt. Die Serum CRP-Konzentration ist somit
ein hilfreicher Biomarker, um den Behandlungserfolg einer Therapie bei Entzindung oder
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Infektion zu Gberwachen und zu Uberprifen. Bei Wegfall des proinflammatorischen Stimulus
kommt es zu ricklaufiger CRP-Ausschittung und die Serum-CRP-Konzentration fallt folglich
schnell ab [59]. Das Ziel der Therapie bei Vorliegen einer septischen Komplikation besteht
stets in der konservativen, interventionellen und oder chirurgischen Sanierung des Sepsis-
Fokus. So lasst sich der rasche Abfall der CRP-Konzentration nach Diagnosestellung
dadurch erklaren, dass als Reaktion auf die vorliegenden Komplikation der Patient einer
zielgerichteten Therapie zugefuhrt und in weiterer Folge der Entziindungsherd ausgeschaltet
wurde. Die postoperative Routinemessung der CRP-Konzentration eignet sich somit nicht
nur zur ldentifikation von Patienten mit vorliegender postoperativer septischer Komplikation,
sondern dient auch dem Monitoring eines Therapieerfolges.

Das 116 Aminosauren-Polypeptid Procalcitonin ist ein Entzindungsmarker, der vorrangig in
der Diagnose und Therapiekontrolle einer Sepsis bakteriellen Ursprungs herangezogen wird
[66]. Procalcitonin scheint im Vergleich zu anderen Biomarkern vorteilhaft, da es eine lange
Halbwertszeit, ein breites biologisches Spektrum und eine kurze Induktionszeit nach
bakteriellem Stimulus besitzt [70]. Wéahrend CRP etwa 6 Stunden nach Reiz freigesetzt wird
und seinen Spitzenwert nach durchschnittlich 48 Stunden erreicht, wird PCT bereits 3 bis 4
Stunden nach bakteriellem Stimulus freigesetzt und erreicht sein maximales
Konzentrationsniveau nach 6 bis 8 Stunden [59, 66]. Aufgrund dieser Eigenschaften stellt
PCT einen Biomarker mit groBem Potential dar und wurde mehrfach in Studien auf seine
prognostische Eignung getestet.

2006 wurde von Chromik et al. eine prospektive Studie durchgefihrt, in der 20 Patienten
nach kolorektalem Eingriff und einer PCT-Konzentration von mehr als 15 mg/dl in zwei
Gruppen randomisiert wurden [121]. Eine Gruppe erhielt postoperativ eine prophylaktische
antibiotische Therapie, die andere Gruppe (Kontrollgruppe) wurde ohne postoperative
Antibiotikatherapie behandelt. Die Patientengruppe mit verabreichter antibiotischer Therapie
zeigte weniger Infektionen. Aus diesem Ergebnis wurde geschlossen, dass PCT ein
brauchbarer Marker in der frihzeitigen Detektion von postoperativen infektidsen
Komplikationen nach kolorektalen Eingriffen ist. Die geringe Patientenzahl und die
vorsatzliche Wahl der Patienten (PCT > 15 ng/ml) beschréankte jedoch die Aussagekraft der
durchgeftihrten Studie. Nichtsdestotrotz wurde die potentielle Fahigkeit von PCT als
Pradiktor infektidser Komplikationen erkannt. Im Zuge folgender Untersuchungen wurde
schlieBlich nachgewiesen, dass PCT auch nach kardiochirurgischen, thoraxchirurgischen
und orthopadischen Eingriffen pradiktiven Wert in der Detektion infektioser Komplikationen
zu haben scheint und in dieser klinischen Situation unter anderem auch CRP Uberlegen ist
[122-124]. Ermutigt durch diese vielversprechenden Ergebnisse wurden schlieBlich Studien
durchgefiihrt, die die diagnostische Wertigkeit des PCT in der kolorektalen Chirurgie
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untersuchten und mit dem klinisch etablierten Marker CRP verglichen [52, 65, 105, 119,
125].

In unserer Studie war die diagnostische Gite des PCT unzufriedenstellend mit einer AUC
von 0,6329 bzw. 0,6722 und 0,6777 bzw. 0,6964 jeweils am 3. und 4. postoperativen Tag.
Tabelle 20 legt dar, dass PCT an beiden analysierten postoperativen Tagen sowohl im
Hinblick auf die Detektion von Anastomoseninsuffizienzen als auch im Hinblick auf die
Detektion intraabdominaler septischer Komplikationen enttduschende diagnostische
Sicherheit aufwies und CRP deutlich unterlegen war. Ahnliche Ergebnisse erhielten auch
Lagoutte et al. [119]. In dieser prospektiven Studie wurden 100 Patienten eingeschlossen,
die sich einem elektiven kolorektalen Eingriff unterzogen. Mit einer Mortalitat von 2% und
einer Rate an Anastomoseninsuffizienzen von 13% ist die Studie sowohl mit vorliegender
Literatur als auch mit unserer Studie vergleichbar [43, 126]. Es wurde Ubereinstimmend mit
unseren Ergebnissen gezeigt, dass PCT keine Uberlegene Diskriminationsfahigkeit
gegenlber CRP in der Detektion von Anastomoseninsuffizienz in der kolorektalen Chirurgie
besitzt [119].

Im Gegensatz zu unserer Studie zeigten sich jedoch die Ergebnisse einer 2013 von Garcia-
Granero et al. verdffentlichten Arbeit Es wurde beobachtet, dass PCT dem CRP in der
Vorhersage von Anastomoseninsuffizienzen nach kolorektalem Eingriff Gberlegen ist [65].
Das gegensatzliche Ergebnis ist mdglicherweise durch die in der Studie im Besonderen
selektierte Patientenkohorte erklarbar. Nahtinsuffizienzen wurden in ,Major“ und ,Minor®
klassifiziert. Eine ,Major‘-Anastomoseninsuffizienz lag bei Notwendigkeit einer operativen
Revision vor. Nur in dieser Subgruppenanalyse erlangte PCT augezeichnete diagnostische
Glte und war CRP Uberlegen. Die Auswertung der ,Minor“-Anastomoseninsuffizienzen bzw.
die Kombination beider Nahtinsuffizienzen erbrachte unzufriedenstellende
Diskriminationsfahigkeit fir PCT. Eine Unterklassifikation mit spezifischer Auswertung der

revisionsbedurftigen Nahtinsuffizienzen wurde in unserer Studie nicht durchgefihrt.

PCT [ng/ml] CRP [mg/dI]

AUC IASC | AUC Al AUC IASC | AUC Al

unsere Studie Tag 3 0,6329 0,6722 0,7638 0,7056

(2017) Tag 4 0,6777 0,6964 0,8463 0,7236
Lagoutte et al. Tag 3 n.a. 0,674 n.a. 0,801
(2012) [119] Tag 4 n.a. 0,750 n.a. 0,869
Garcia-Graneroetal. | Tag 3 n.a. 0,735 n.a. 0,711
(2013) [65] Tag 4 n.a. 0,725 n.a. 0,694

Tabelle 19: Vergleich der diagnostischen Gite von PCT (ng/ml) und CRP (mg/dl) an den postoperativen Tagen 3 und 4
hinsichtlich der Detektion intraabdominaler septischer Komplikationen (IASC) und Anastomoseninsuffizienz (Al) ausgewahlter
Studien
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Die perioperative Dynamik der durchschnittlichen PCT-Konzentration prasentierte sich in
unserer Studie identisch zur der vorangegangener Studien [65, 119]. Die durchschnittliche
PCT-Konzentration stieg am 1. Tag nach Operation stark ausgepragt an, erreichte einen
Spitzenwert an Tag 2 und normalisierte sich bei Patienten ohne Komplikation weitestgehend
am 4. bis 5. Tag. Dahingegen zeigten Patienten mit Anastomoseninsuffizienz einen
fehlenden bzw. verzdgerten PCT-Abfall im postoperativen Verlauf (Abbildung 16 und 17).

Tabelle 20 vergleicht die von uns erhobenen Ergebnisse von CRP, PCT und der
Leukozytenzahl an beiden analysierten Tagen. CRP zeigte unter den klinisch etablierten
Entzindungsmarkern das beste Ergebnis. Hinsichtlich der Detektion von intraabdominalen
septischen Komplikationen erzielte der Pradiktor exzellente diagnostische Sicherheit. Daraus
l&sst sich folgern, dass CRP ein zuverlassiger Laborwert in der postoperativen Detektion von
septischen Komplikationen ist. Insbesondere an Tag 4 scheint CRP geeignet zu sein, eine
drohende intraabdominale septische Komplikation aufzuzeigen. Sollte CRP zukuinftig in der
postoperativen Routinediagnostik eingesetzt werden, so ist eine Messung am 4. Tag nach
Operation zu empfehlen. PCT hingegen zeigte unzufriedenstellende Ergebnisse im Bezug
auf beide Komplikationsarten. Es ist CRP deutlich unterlegen. Auch die Bestimmung der
Leukoytenzahl Ubertraf die diagnostische Wertigkeit von CRP nicht und wies
unzufriedenstellende diagnostische Gute im Hinblick auf die Detektion von intraabdominalen
septischen Komplikationen auf. Die Messung von PCT sowie der Leukozyten flhrte zu

keiner supportiven Information im postoperativen inflammatorischen Monitoring.

4.2. Wertigkeit der innovativen experimentelle Entzindungsmarker

Nicht zuletzt ist aufgrund der folgenschweren Auswirkung von intraabdominalen septischen
Komplikationen auf das Outcome der Patienten die Suche nach einem Biomarker mit
pradiktivem Wert ein vorrangiges Ziel der aktuellen Forschung. Lediglich IL-6 wurde in
wenigen Studien analysiert [107, 127]. Bislang ist keine Studie bekannt, die die
experimentellen  Marker mHLA-DR-Expression und Endotoxin hinsichtlich ihrer
prognostischen Eigenschaft in der Detektion von postoperativen septischen Komplikationen
und Anastomoseninsuffizienz in der kolorektalen Chirurgie untersuchten.

IL-6 ist ein Zytokin, das von Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und Mastzellen, produziert wird. Seine Sekretion wird durch ein gro3es
Spektrum an Stimuli initiilert. Gemeinsames Merkmal dieser Stimuli ist die Reprédsentation
von Gewebsschaden und Stress. Die physiologische IL-6-Konzentration im humanen Blut
liegt bei unter 1 pg/ml [79]. Erhéhte Konzentrationen werden mit dem Vorliegen eines

inflammatorischen Fokus asoziiert.
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In dieser Studie wurde unter anderem die perioperative Dynamik von IL-6 dargestellt
(Abbildung 20 und 21). Dabei lies sich beobachten, dass sowohl Patienten ohne
postoperative Komplikation als auch Patienten mit postoperativer Komplikation (IASC, Al)
nach durchgeflhrter Operation einen kurzfristigen Anstieg der IL—6-Konzentration am ersten
Tag nach Operation aufwiesen. Bei Patienten ohne Komplikation erbrachte die Messung im
weiteren postoperativen Verlauf einen deutlichen Abfall der IL-6-Konzentration, wobei am 4.
bis 5. Tag wieder Normwerte erreicht wurden. Im Gegensatz dazu waren bei Patienten mit
postoperativer Komplikation (IASC, Al) persistierend erhdéhte IL-6-Konzentrationen im
gesamten, weiteren Beobachtungszeitraum festzustellen. Der beobachtete kurzfristige
postoperative Maximalwert der IL-6-Konzentration in beiden Patientengruppen Iasst sich a.e.
durch das Operationstrauma erklaren. Es hat sich gezeigt, dass Operationstrauma und
Gewebeschaden mit einer lokalen und systemischen Entziindungsreaktion asoziiert sind und
mit einer gesteigerten Produktion an Zytokinen einhergehen [128]. Dies wurde durch die
vorliegenden Ergebnisse bestétigt. Die persistierend erhéhte IL-6-Konzentration im Serum
von Patienten mit Auftreten einer Komplikation (IASC bzw. Al) kann mdglicherweise
folgendermalBen erklart werden: Im Rahmen eines unkomplizierten postoperativen Verlaufs
kommt es durch das Operationstrauma neben der maBigen systemischen
Entziindungsreaktion zu einem lokalen, aber limitierten Entziindungsprozess. Zellen des
angeborenen Immunsystems, die fir die Heilung der abdominalen Operationswunde und des
verursachten Gewebsschaden verantwortlich sind, schitten Zytokine aus. Es kommt zu dem
beobachteten kurzfristigen Anstieg der IL-6-Konzentration. Im Falle einer undichten
Anastomose kommt es durch die bakterielle Kontamination der Bauchhdhle mit
intraintestinalen, bakteriellen Erregern sowie ggf. nekrotisch gewordenem Gewebe (z.B.
Ischamie eines Darmabschnitts) zusatzlich zu einer massiven chemotaktischen Anziehung
von Zellen des angeborenen Immunsystems und infolgedessen zu einer gesteigerten
Zytokinausschattung mit resultierender systemischer Entziindungsreaktion. Laborchemisch
spiegelt sich dies in einer postoperativ fortbestehend erhéhten IL-6-Konzentration im Serum
des Patienten wieder. Eine persistierend erhdhte IL-6-Konzentration bei Patienten mit
stattgehabtem kolorektalen Eingriff in der frlhen postoperativen Phase kdnnte daher
maoglicherweise das Auftreten einer infekti6sen Komplikation anzeigen. Diese Annahme wird
durch die vorliegende Studie sowie durch vorangegangene Studien gestitzt [106, 107].
Ellebaek et al. publizierten, dass das Auftreten intraabdominaler septischer Komplikationen
mit erhéhten IL-6-Konzentrationen in der frihen postoperativen Phase verbunden ist [106].
Zum gleichen Ergebnis kamen auch Alonso et al. [107]. Patienten mit infektiéser
Komplikation oder Anastomoseninsuffizienz nach kolorektalem Eingriff wiesen postoperativ
signifikant héhere IL-6-Konzentrationen auf.
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In unserer Studie erreichte die gemessene IL-6-Konzentration am 4. Tag nach Operation
sowohl hinsichtlich der Detektion von intraabdominalen septischen Komplikationen als auch
im Hinblick auf Anastomoseninsuffizienzen exzellente diagnostische Gite (Tabelle 15). Mit
Blick auf die Vorhersage von intraabdominalen septischen Komplikationen erbrachte die
Messung von IL-6 mit einer AUC von 0,8808 ein herausragendes Ergebnis. Ein anhand der
ROC-Analyse berechneter Grenzwert von 27,0 pg/nl erzielte eine Sensitivitdt von 82,2%,
eine Spezifitdt von 81,8%, einen positiv pradiktiven Wert von 55,1% und einen negativ
pradiktiven Wert von 94,4%. Auch an 3. Tag nach Operation war eine zufriedenstellende
diagnostische Sicherheit flr beide Komplikationsarten festzustellen. Es lies sich also
beobachten, dass IL-6 einen akkuraten und verldsslichen Marker insbesondere in der
frihzeitigen Detektion von postoperativen intraabdominalen septischen Komplikationen
darstellt. Eine Erhdéhung der IL-6-Konzentration auf Uber 27,0 pg/nl am 4. Tag nach
Operation sollte als hochverdachtig fir das Vorliegen einer intraabdominalen septischen
Komplikation angesehen werden.

Gegensatzlich zu unseren Ergebnissen publizierten Slotwinski et al. eine prospektive Studie,
in welcher die Autoren schlussfolgerten, dass die IL-6-Konzentration keine Vorhersagekraft
in der frihzeitigenDiagnose postoperativer infektidser Komplikationen nach kolorektalen
Eingriffen besitzt [127]. Die Patientenzahl der Studie war jedoch wesentlich geringer und es
war eine hohe Komplikationsrate zu verzeichnen. 22 Patienten mit kolorektalem Karzinom
wurden in die Studie eingeschlossen. 13 der 22 eingeschlossenen Patienten (59%)
entwickelten eine postoperative infektiése Komplikation. Desweiteren wurde in der Studie die
fir die Fragestellung sinnvolle ROC-Analyse nicht angewandt. Weitere Studien, die die
pradiktive Fahigkeit von IL-6 mit dieser Fragestellung untersuchten, sind zum Zeitpunkt nicht
bekannt.

Die genaue Pathophysiologie der Anastomoseninsuffizienz ist noch immer unbekannt. Zum
Verstandnis der pathophysiologischen Vorgange wird die Two-Hit-Hypothese der Sepsis
diskutiert [51, 129, 130]. Diese besagt, dass ein initiales Ereignis das Immunsystem auf ein
folgendes Ereignis vorbereitet. Als priméres Ereignis wird der operative Eingriff angesehen.
Im Rahmen dieses priméaren Ereignises kommt es zu einer Aktivierung der immunologischen
Kaskade mit Ausschittung proinflammatorischer Zytokine [51]. In der Regel handelt es sich
zundchst um eine Entziindungsreaktion, die lokal begrenzt ist. Ein Second Hit,
beispielsweise das Auftreten einer Anastomoseninsuffizienz, fihrt dann zu einer
UberschieBenden und unkontrollierten Ausschuttung proinflammatorischer Mediatoren die in
weiterer Folge zu einer autodestruktiven Beeintrachtigung des Immunsystems fihren [130].
Diese Phase wird durch systemische Hyperinflammation dominiert (SIRS, Systemic
Inflammatory =~ Response  syndrome). Um  die generalisierte  UberschieBende
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Entzlindungsreaktion zu antagonisieren, kommt es in weiterer Folge zu einer gesteigerten
Freisetzung antiinflammatorischer Mediatoren. Diese Gegenregulation resultiert in
vorribergehender Immundepression (CARS, Compensatory antiinflammatory response
syndrome) [129]. Im Kontext der Anastomoseninsuffizienz kommt es also mutmaflich zu
einer Imbalance des inflammatorischen Milieus, bevor es klinisch evident wird. Aus diesem
Grund ware ein Biomarker, der den aktuell vorliegenden Immunstatus des Patienten
reflektiert, ein vielversprechender Ansatzpunkt zur Friiherkennung infektidser Komplikationen

wie einer Anastomoseninsuffizienz.

Ein Marker, der in diesem Zusammenhang Information Uber den vorliegenden Immunstatus
eines Patienten geben kann, kénnte die HLA-DR-Expression auf Monozyten darstellen
(mHLA-DR-Expression). HLA-DR gehért zu den MHC-Klasse Il Molekilen und ist fir die
Antigen-Prasentation verantwortlich. Monozyten exprimieren HLA-DR in hohem MaBe,
wodurch die quantitative mHLA-DR-Expression durchflusszytometrisch gemessen werden
kann [76]. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass eine verringerte mHLA-DR-
Expression mit erhéhtem Risiko einhergeht, eine infektiose Komplikation nach kardio- und
neurochirurgischem Eingriff zu erleiden [108, 109]. Bis heute ist keine Studie bekannt, die die
pradiktive Wertigkeit der mHLA-DR-Expression im Hinblick auf die Vorhersage von
infektiosen Komplikationen nach kolorektalem Eingriff untersucht hatte.

In dieser Studie zeigte sich, dass Patienten ohne postoperative Komplikation eine kurzzeitige
Immunsuppression mit verminderter mHLA-DR-Expression am 1. und 2. postoperativen Tag
aufwiesen (Abbildung 21 und 22). Ab dem 3. Tag lies sich eine Erholung im Sinne einer
wieder ansteigenden mHLA-DR-Expression beobachten. Im Gegensatz dazu wiesen
Patienten mit infektiéser Komplikation (IASC, Al) eine verminderte Expression an mHLA-DR
als Surrogatparameter flr eine persistierende Immunsuppression ab dem ersten Tag nach
Operation auf. Im gesamten postoperativen Beobachtungszeitraum lies sich keine
Rekonvaleszenz der mHLA-DR-Expression nachweisen. Ahnliche Ergebnisse publizierten
Asadullah et al.,, die die mHLA-DR-Expression nach neurochirurgischem Eingriff
untersuchten [109]. Patienten, die an einer infektibsen Komplikation nach
neurochirurgischem Eingriff litten, legten im postoperativen Verlauf eine signifikant geringere
mHLA-DR-Expression als Patienten ohne Komplikation dar. Auch Wakefield et al. kamen in
ihrer Arbeit zu einem &hnlichen Ergebnis [131]. Sie zeigten, dass Patienten mit infektidser
Komplikation nach groBem abdominalchirurgischen Eingriff eine postoperativ andauernd
verminderte mHLA-DR-Expression aufwiesen. Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden,
dass eine postoperativ persistierend verminderte mHLA-DR-Expression mdglicherweise in
der Lage ist, eine infektibse Komplikation frihzeitig anzuzeigen. Trotz dieser
vielversprechenden Ergebnisse muss eine objektive Vergleichbarkeit der Studien kritisch
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hinterfragt werden. Aufgrund der unterschiedlich angewandten Methoden ist ein Vergleich
der Ergebnisse nur eingeschrankt mdglich. Wahrend in einigen der oben aufgeflihrten
Studien sowie in unserer Arbeit der prozentuale Anteil der HLA-DR-positiven Monozyten
bestimmt wurde, wurde in anderen Studie die mittlere Fluoreszenzintensitdt HLA-DR

exprimierender Monozyten gemessen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem die pradiktive Fahigkeit der mHLA-DR-Expression
im Hinblick auf intraabdominale septische Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen
gepruft. In der ROC-Analyse zeigte sich, dass die gemessene mHLA-DR-Expression an Tag
3 und Tag 4 ausgezeichnete diagnostische Gite im Bezug auf die Detektion von
Anastomosensinsuffizienzen besitzt (Tabelle 13). Das beste Ergebnis zeigte sich am 3.
postoperativen Tag. An diesem Tag wurde eine AUC von 0,9267 erreicht. Ein berechneter
Grenzwert der mHLA-DR-Expression von 43,4% erzielte eine Sensitivitdt von 76,6%, eine
Spezifitdt von 100%, einen negativ pradiktiven Wert von 94,6% und einen positiv pradiktiven
Wert von 100% fir die Detektion von Anastomoseninsuffizienzen (Tabelle 15). Hiermit stellte
sich der Serum-Marker mit hervorragenden Eigenschaften und somit groBem Potenzial dar.
Fallt die mHLA-DR-Expression postoperativ an Tag 3 unterhalb eines Schwellenwertes von
43,4% sollte das Vorliegen einer Nahtinsuffizienz kritisch geprift werden. Auch mit Blick auf
die Vorhersage von intraabdominalen septischen Komplikationen konnte die Messung der
mHLA-DR-Expression an Tag 3 mit einer AUC von 0,8005 ein sehr gutes Ergebnis
erreichen. Bei einem mittels ROC-Analyse errechneten Grenzwert der mHLA-DR-Expression
von 45,8% erzielte eine Sensitivitat von 86,1% und eine Spezifitdt von 69,2%. Der negativ
pradiktive Wert erzielte 93,6% und der positiv pradiktive Wert lag bei 48,9%. Bei Auftreten
einer mHLA-DR-Expression unter 45,8% am 3. Tag nach Operation sollte das Vorliegen
einer postoperativen intraabdominalen septischen Komplikation beispielsweise mittels
Schnittbildgebung oder Endoskopie ausgeschlossen werden.

Die Messung der mHLA-DR-Expression zeigte sich als zuverldssiger Marker mit
zufriedenstellender prognostischer Fahigkeit hinsichtlich der Detektion von infektiésen
Komplikationen. Insbesondere in der Detektion von Anastomoseninsuffizienzen erreichte der
innovative Laborwert herrausragende diagnostische Sicherheit. In den letzten Jahren wurde
keine weitere Studie veréffentlicht, die die pradiktive Wertigkeit der mHLA-DR-Expression
nach kolorektalen Eingriffen untersuchte. Strohmayer et al. evaluierten 2003 die pradiktive
Fahigkeit von HLA-DR hinsichtlich infektidser Komplikationen nach Anwendung der Herz-
Lungen-Maschine im Rahmen eines kardiochirurgischen Eingriffs [108]. 56 Patienten wurden
eingeschlossen und in 3 Gruppen klassifiziert, zum einen in eine solche mit Patienten ohne
postoperative infektibse Komplikation, in eine solche mit Patienten mit infektibser
Komplikation ohne positiven mikrobiologischem Erregernachweis sowie zuletzt in eine
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Gruppe mit Patienten mit infektiéser Komplikation und positiven mikrobiologischem
Erregernachweis. Beide Komplikationsgruppen zeigten verglichen mit komplikationsfreien
Patienten eine signifikant geringere HLA-DR-Expression auf Monozyten im postoperativen
Verlauf. Zusatzlich wurde die diagnostische Wertigkeit der mHLA-DR-Expression am 1.
postoperativen Tag hinsichtlich des Aufzeigens von postoperativen infektidsen
Komplikationen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die mHLA-DR-Expression
zufriedenstellende Diskriminationskraft besitzt und eine frihzeitige Unterscheidung zwischen
den Patientengruppen gelingt. Obwohl beide Studien ein géanzlich heterogenes Patientengut
untersuchten und die HLA-DR-Expression auf Monozyten in beiden Studien durch
unterschiedliche Antikérper gemessen wurde, lasst die Ubereinstimmung der Ergebnisse
beider Arbeiten darauf schlieBen, dass die mHLA-DR-Expression von erheblichem
diagnostischen Potential in der frihzeitigen Detektion von postoperativen infektiésen
Komplikationen sein kénnte. Des Weiteren kann durch die Ergebnisse postuliert werden,
dass die mHLA-DR-Expression einen verlasslichen Marker der postoperativen infektions-
induzierten Immunsuppression darstellt und damit die Identifikation von Patienten mit
erhéhtem Risiko einer postoperativen infektiosen Komplikation ermdglichen kdnnte. Ein
Punkt sollte jedoch nicht auBer Acht gelassen werden. Die mHLA-DR-Expression wird etwa
durch zahlreiche Faktoren beeinflusst. Es ist bekannt, dass die hochdosierte Einnahme von
Steroiden, das Vorliegen einer mit Immunsuppression einhergehenden Erkrankung (z.B.
HIV) oder regelmé&Bige Dialysen mit Immunsuppression einhergeht. Die Zuverléssigkeit des
Markers wuirde bei gleichzeitigem Vorliegen einer immunsuppressiven Therapie oder
Erkrankung maoglicherweise beeintrachtigt. Eine Analyse dieser Fragestellung wurde in der
Studie nicht durchgefuhrt.

Zusammengefasst zeigt sich die mHLA-DR-Expression als einen vielversprechenden Serum-
Marker der sich insbesondere in der Vorhersage von Nahtinsuffizienzen als sehr zuverlassig
darstellte. Bei der Bestimmung der mHLA-DR-Expression vorrangig am 3. postoperativen
Tag war eine ausgezeichnete pradiktive Fahigkeit des Serum-Markers zu beobachten. Somit
sollte bei Absinken der mHLA-DR-Expression unter einen Grenzwert von 43,4% das
Vorliegen einer Nahtinsuffizienz kritisch hinterfragt werden.

Endotoxin, ein integraler Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, ist ein
pathogenassoziiertes molekulares Muster (PAMP), das durch die Aktivierung von
Makrophagen  und  anderen Leukozyten  die  Ausschittung  verschiedener
proinflammatorischer Mediatoren stimuliert. Endotoxin stellt einen der potentesten
Aktivatoren des angeborenen Immunsystems dar und spielt eine wesentliche Rolle in der
Entwicklung einer gramnegativen Sepsis. Verabreicht man einem Menschen experimentell
Endotoxin (2ng/kg) kommt es innerhalb von Minuten zum Auftreten Sepsis-typischer
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Symptome, zur Aktivierung des Komplement- und Koagulationssystems sowie zur
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine [84]. Schwerwiegende Endotoxamie flhrt zur
disseminierten intravasalen Koagulopathie und durch die damit verbundenen
Zirkulationsstérungen mit Organschadigung schlieBlich zu Multiorganversagen und Tod.

Aufgrund der Pradominanz gramnegativer Bakterien stellt der Darm das zentrale Reservoir
fir Erreger einer gramnegativen Sepsis dar [83, 132]. Durch eine auftretende
Nahtinsuffizienz kommt es zu einem Ubertritt gramnegativer Bakterien in die Bauchhéhle.
Die Kontamination mit infektiésem Material fihrt entweder zur kompetenten Beseitigung der
Erreger durch das intakte Immunsystem oder aber zur Etablierung einer systemischen
Entzindungsreaktion (Systemic inflammatory response syndrome, SIRS) mit Endotoxamie.
Studien haben gezeigt, dass die gleichzeitige Detektion von gramnegativen Bakterien und
Endotoxamie pradiktiv fir ein erhéhtes Mortalitatsrisiko ist [133]. Dementsprechend kdnnte
die ldentifizierung von Patienten mit erhéhtem Endotoxinlevel hilfreich sein, um ein
friihzeitiges Eingreifen zu ermdglichen und durch frihzeitige Intervention die postoperative
Mortalitét nach kolorektalen Eingriffen zu senken.

Die Analyse der pradiktiven Wertigkeit von Endotoxin ergab in dieser Studie keine
Uberzeugenden Ergebnisse. Sowohl die Messung von Endotoxin an Tag 3 als auch an Tag 4
erbrachte unzureichende diagnostische Sicherheit in der Detektion von intraabdominalen
septischen Komplikationen. Betrachtet man den Verlauf der Graphen in Abbildung 28B und
D, so ist festzustellen, dass dieser nahe der Winkelhalbierenden verlauft bzw. die
Winkelhalbierende schneidet. Das bedeutet, dass die Diskriminationskraft der Endotoxin-
Messung lediglich einem zufalligen Ergebnis entspricht. Auch hinsichtlich der frihzeitigen
Diagnose von Anastomoseninsuffizienzen zeigten sich ahnliche Ergebnisse mit fehlender
Diskriminationsfahigkeit. Die Bestimmung des Endotoxinlevels am 3. oder 4. Tag nach
Operation leistete somit keinen supportiven Beitrag in der frihzeitigen ldentifikation von
Patienten mit postoperativer infektidser Komplikation bzw. Nahtinsuffizienz. Bisher wurde
Endotoxin in keiner weiteren Studie hinsichtlich seiner diagnostischen Wertigkeit in der
kolorektalen Chirurgie untersucht.

4.3. Wertigkeit des CRP, IL-6 und der mHLA-DR-Expression im
Vergleich

Im Folgenden werden die Ergebnisse der besten Marker miteinander verglichen (Tabelle 17).

CRP legte seine groBte diagnostische Gite am 4. Tag nach Operation dar. Die Messung
der CRP-Konzentration zu diesem Zeitpunkt wies im Hinblick auf die Detektion von
intraabdominalen septischen Komplikationen exzellente Diskriminationsfahigkeit auf und war
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der mHLA-DR-Expression Uberlegen. Die Messung von IL-6 wies, Ubereinstimmend mit der
des CRP, die beste diagnostische Giite ebenfalls am 4. Tag nach Operation auf. Fir diesen
Zeitpunkt erzielte IL-6 ausgezeichnete diagnostische Gute hinsichtlich der Vorhersage
intraabdominaler septischer Komplikationen und Ubertraf sowohl CRP als auch die mHLA-
DR-Expression. Des Weiteren zeigte sich IL-6 sowohl am dritten als auch am vierten
postoperativen Tag dem CRP in der Vorhersage von Nahtinsuffizienzen Uberlegen. Die
Messung der mHLA-DR-Expression an Tag 3 erbrachte ausgezeichnete Ergebnisse, und der
Marker war CRP und IL-6 sowohl in der Pradiktion einer intraabdominalen septischen
Komplikation als auch in der Vorhersage einer Anastomoseninsuffizienz deutlich Gberlegen.
Auch an Tag 4 erbrachte die Bestimmung der mHLA-DR-Expression ausgezeichnete
diagnostische Sicherheit. Hier stellte sich der Marker hinsichtlich der Vorhersage einer
Anastomoseninsuffizienz gegenidber CRP und IL-6 als dominant dar. Mit Blick auf den
Nachweis intraabdominaler septischer Komplikationen war die mHLA-DR-Expression zu
diesem Zeitpunkt sowohl CRP als auch IL-6 unterlegen.

Die oben genannten Marker konnten in der vorliegenden Arbeit vielversprechende
Ergebnisse erzielen und bieten eine zuverlassige Mdéglichkeit, Patienten mit postoperativer
Komplikation zu identifizieren. Dennoch durfen, trotz der vielversprechenden Ergebnisse
einige Aspekte nicht auBer Acht gelassen werden. Ein idealer Biomarker muss, wie bereits
erwahnt, einige Eigenschaften erfullen, um sich klinisch etablieren zu kénnen. Die Messung
des Biomarkers sollte leicht und in klinischen Standardlaboratorien durchfuhrbar sein. Er
sollte unabhéngig von Komorbiditdten des Patienten sein, rasch nach schadigendem
Ereignis ansteigen bzw. abfallen und sich rapide nach Sistieren des proinflammatorischen
Reizes wieder seinem Ausgangwert ndhern. Er sollte eine hohe Sensitivitat bezlglich der
Erkrankung und eine hohe Spezifitét fir den schadigenden Einfluss besitzen. Wahrend die
Messung von CRP ein kostenglnstiges vollautomatisiertes Standardverfahren ist, handelt es
sich im Fall der mHLA-DR-Expression um ein sehr aufwendiges Messverfahren, das bei
routinemaBigem laboratoriumsmedizischen Einsatz einen aus 6konomischer Sicht schwer
vetretbaren Zeit- und Kostenfaktor mit sich bringen wirde. Die Analyse der mHLA-DR-
Expression muss manuell von einer Person durchgefihrt werden wund ist mit
dementsprechend héherem Kosten- und Zeitaufwand verbunden. Trotz des aufwendigen
Messverfahrens der mHLA-DR-Expression wédre die Anwendung im Rahmen eines
selektierten Patientenklientels dennoch vertretbar. Insbesondere Hochrisikopatienten wie
beispielweise Patienten nach Rektumresektion, Patienten mit Immunsuppression oder
solche die die Anlage eines protektiven Stomas ablehnen, kénnten von der Erhebung des
innovativen Biomarkers wesentlich profitieren. Im Deutschen Herzzentrum Berlin wird

aufgrund der vielversprechenden Eigenschaften von mHLA-DR-Expression die postoperative
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Messung bereits seit einigen Jahren mit groBem Erfolg zur Uberwachung von
herztransplantierten Patienten eingesetzt [134].

Die routinemaBige Anwendung von IL-6 ware, trotz der im Vergleich mit CRP wesentlich
héheren Kosten (0,74€ versus 8,75€), vertretbar [135]. Das Auftreten eine postoperativen
infektibsen Komplikation nach kolorektalem Eingriff verursacht jahrlich signifikante Ausgaben
[52, 117, 136]. Diese durch postoperative Morbiditdt und Mortalitdt verursachten Kosten
kénnten durch die routinemaBige Anwendung von IL-6 maBgeblich reduziert werden. Eine
frihzeitige Detektion von infektibsen Komplikationen durch die perioperative IL-6
Bestimmung wuirde ein frihzeitiges Eingreifen ermdglichen und dadurch die durch
postoperative Morbiditat verursachten Ausgaben senken. Ob die routineméaBige IL-6
Messung die durch postoperative Komplikationen verursachten Kosten Ubersteigt, ist
fraglich. Eine 0©konomische Analyse hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit wurde in der
vorliegenden Studie nicht durchgefiihrt und sollte Gegenstand der weiteren Forschung sein.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CRP als klinisch etablierter
Marker einen hohen Stellenwert in der postoperativen Uberwachung von Patienten nach
kolorektalem Eingriff einnimmt. Die Bestimmung des Serum-Markers insbesondere am 4.
postoperativen Tag verflgt im Hinblick auf die Detektion von intraabdominalen septischen
Komplikationen Uber exzellente Diskriminationsfahigkeit. Noch besser als CRP stellte sich IL-
6 dar. Der Serum-Marker wies insbesondere an Tag 4 nach Operation ausgezeichnete
Ergebnisse hinsichtlich der frihzeitigen Erkennung septischer Komplikationen auf und
Ubertraf das CRP. Mit Blick auf die Vorhersage von Anastomoseninsuffizenzen konnte die
mHLA-DR-Expression als innovativer Marker mit ausgezeichneter pradiktiver Fahigkeit
Uberzeugen. Der Biomarker demonstrierte seine beste diagnostische Gite am 3. Tag nach
Operation und war bezlglich der Vorhersage von Nahtinsuffizienzen an beiden gemessenen
Tagen sowohl IL-6 als auch CRP Uberlegen.

4.4. Limitationen der Studie

Die durchgefiinrte Studie weist Grenzen auf, denen besondere Beachtung bei der
Interpretation und Diskussion der Ergebnisse geschenkt werden muss. Fihrender Kritikpunkt
ist die Patientenzahl. Aufgrund der niedrigen Fallzahl muss die Bewertung der vorliegenden
Ergebnisse kritisch erfolgen. Die kleine Probandenzahl resultiert aus dem anspruchsvollen
und &uBerst umfangreichen klinischen Studienaufbau, aus der aufwandigen
Versuchsdurchfiihrung insbesondere der Messung der experimentellen Biomarker sowie aus
dem postoperativen Beobachtungszeitraum.
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Eine entscheidende Schwierigkeit von Studien, die sich mit der Detektion von
Anastomoseninsuffizienzen beschaftigen, ist die zum einen uneinheitliche Definition und die
zum anderen diffizile Diagnose einer Nahtinsuffizienz. Wie bereits in vorangegangener
Literatur kritisiert, variieren die Definitionen stark [112, 137]. Wahrend das Vorliegen einer
Anastomoseninsuffzienz in einer Studie durch die Sekretion von putridem Drainagesekret
definiert ist, liegt in ein anderen Arbeit eine Nahtinsuffizienz nur bei augenscheinlicher
endoskopischer Darstellung vor [51, 112]. Diese Varietat an Definitionen dezimiert die
objektive Vergleichbarkeit vorliegender Literatur. Die Diagnose einer
Anastomoseninsuffizienz erfolgt primér durch die klinische Beurteilung des Patienten unter
Beriicksichtigung bestimmter Symptome. Dennoch hat sich gezeigt, dass nicht jede
Anastomoseninsuffizienz mit charakteristischen klinischen Symptomen einhergeht und dass
das Vorliegen definierter Symptome als Hinweis fiir eine Anastomoseninsuffizienz
fehlgedeutet werden kann [101]. Nicht jede aufgetretene Anastomoseninsuffizienz tritt
klinisch in Erscheinung. Es stellt sich daher die Frage, ob samtliche eine
Anastomoseninsuffizienz erleidenden Patienten erkannt wurden. Grundsétzlich sollte jeder
Patient, bei nur geringgradigem Verdacht einer vorliegenden Anastomoseninsuffizienz, einer
zielgerichteten Diagnostik zugefiihrt werden. Bei fehlenden klinischen Symptomen, gutem
Allgemeinzustand und Nichtvorliegen stark erhdhter Serum-Marker wurde in der Regel keine
weitere Diagnostik durchgeflihrt. Dies bedeutet, dass klinisch inapparente Nahtinsuffizienzen

maoglicherweise nicht diagnostiziert wurden.

Additiv tragt die Beurteilung des austretenden Sekrets einer intraoperativ eingebrachten
Drainage in der Entscheidungsfindung, ob der Patient unter einer mdglichen
Anastomoseninsuffizienz leidet, bei. Kommt es zu einer Veranderung des Wundsekrets (von
serds Uber putride bis hin zu stuhlig), kann dies als Indikator flir das Vorliegen eines
intraabdominalen pathologischen Prozesses gewertet werden. Eine Studie von de Jesus et
al. hat gezeigt, dass die prophylaktische Einlage einer Drainage nach kolorektalem Eingriff
keinen Vorteil in der postoperativen Detektion von Anastomoseninsuffizienzen bringt [122].
Gingold et al. erachteten dies sogar als nachteilig [138]. Aktuell liegt keine Empfehlung Uber
die Anwendung von Drainagensystemen nach kolorektalen Eingriffen vor. Nichtsdestotrotz
ist das Einbringen von Drainagen klinische Praxis. Es wird als supportiv in der Beurteilung
der intraabdominalen Begenheiten angesehen und erleichtert die Identifizierung von
Patienten mit vorliegender Nahtinsuffizienz. Nicht alle in diese Studie eingeschlossenen
Patienten erhielten perioperativ eine Drainage, so dass das postoperative Monitoring der
Patienten moglicherweise nicht ganzlich ausgeglichen war.

Ein weiterer Faktor, der berlcksichtigt werden muss, ist die Inhomogenitat der
Studienkohorte. Optimal wéare die Generierung eines homogenenen Patientenkollektivs
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gleichen Alters mit identischem operativen Eingriff, das sich lediglich durch die Entstehung
von Komplikationen unterscheidet. Dies ist jedoch schwierig zu realisieren. Im
Patientenkollektiv dieser Studie fanden sich sowohl Patienten mit maligner Erkrankung als
auch Patienten mit akut oder chronisch entzliindlicher Darmerkrankung. Patienten, die an
einem Malignom leiden, weisen nicht selten einen Nahrstoffmangel auf. Es hat sich gezeigt,
dass schlechter Ernahrungsstatus einen mdéglichen Risikofaktor flr das Auftreten einer
Anastomoseninsuffizienz  darstellt und das Vorliegen eines Zinkmangels die
Anastomosenheilung negativ beeinflusst [47, 139]. Desweiteren fanden sich sowohl junge
gesunde Patienten als auch geriatrische Patienten mit ausgepragter Komorbiditat. Eine ASA-
Score > 3 stellt einen unabhangigen Risikofaktor fir das Auftreten einer
Anastomoseninsuffizienz dar [38]. Zudem war die Hbhe der angelegten Anastomose
unterschiedlich. Studien haben gezeigt, dass die Héhe der angelegten Anastomose den
einflussreichsten Risikofaktor der Anastomoseninsuffizienz darstellt [41, 42]. Es kdnnen noch
weitere Merkmale des Patientenkollektivs genannt werden, die nicht kalkulierbare
Risikofaktoren darstellen.

Eine weitere Einschrankung der vorliegenden Studie ergibt sich aus einem mdglichen
Medikamenteneinfluss auf die Héhe der Serum-Marker, der unbertcksichtigt blieb. 7% der
eingeschlossenen Patienten litten unter einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung, die
haufig durch Anwendung von topischen oder systemischen Glukokortikoiden therapiert
werden. Es ist bekannt, dass die Einnahme von Glukokortikoiden die Entziindungsreaktion
verandert und daraus in weiterer Konsequenz eine Verféalschung der Hohe der gemessenen
Serum-Marker resultiert [140, 141]. Desweiteren wurde in der vorliegenden Studie nicht
zwischen Patienten mit Resektionen des Kolons und des Rektums unterschieden. Auch
hierbei wurden unterschiedlich ausgepragte inflammatorische Reaktionen beschrieben [142].

Einen weiteren limitierenden Faktor stellt der unterschiedliche operative Zugangsweg dar.
Die Mehrheit der Patienten in der durchgefthrten Studie wurde offen operiert. Daher lassen
sich die erhobenen Ergebnisse mdglicherweise nicht auf laparoskopische Eingriffe
Ubertragen. Studien haben gezeigt, dass laparoskopische Eingriffe mit einer verminderten
inflammatorischen Reaktion einhergehen [143, 144].
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Mit 34% aller im Klinikum GroBhadern in 2017 durchgefihrten abdominalchirurgischen
Eingriffe nimmt die Kolorektalchirurgie einen groBen Stellenwert ein. Allerdings ist die Rate
an postoperativen septischen Komplikationen mit bis zu 23% immer noch relevant [10].
Aufgrund des ausgepragten negativen Einflusses, welchen postoperative septische
Komplikationen (intraabdominale septische Komplikationen, IASC bzw.
Anastomoseninsuffizienz, Al) auf das kurz- und langfristige Outcome der Patienten haben,
bedirfen diese einer friihzeitigen und akkuraten Diagnose. Die rein klinische Beurteilung der
Patienten ist insbesondere aufgrund des variablen klinischen Bildes ein unzuverlassiger
Parameter. Daneben geben auch pathologische laborchemische Veranderungen einen
Hinweis auf die 0.g. Komplikationen. Die Identifikation neuer Serum-Marker zur friihzeitigen
Detektion postoperativer septischer Komplikationen ware ein groBer Fortschritt in der
kolorektalen Chirurgie. Eine frihzeitige Diagnosestellung ermdglicht die Einleitung einer
effektiven Therapie und resultiert in einer Reduktion der Morbiditat.

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen einer explorativen monozentrischen,
prospektiven ex-vivo Studie bei Patienten mit kolorektalen Eingriffen, bei denen intraoperativ
eine Kolonanastomosen-Anlage erfolgte, zum einen die klinisch etablierten Serum-Marker
Leukozytenzahl, C-reaktives Protein und Procalcitonin, sowie zum anderen die innovativen
experimentellen Biomarker Interleukin-6, mHLA-DR-Expression und Endotoxin praoperativ
(Tag 0) sowie postoperativ taglich (Tag 1 bis Tag 7) gemessen.

Ziel der Arbeit war es, sowohl die klinisch etablierten Marker als auch die innovativen
experimentellen Marker auf ihre diagnostische Wertigkeit hinsichtlich der Vorhersage von
intraabdominalen  septischen  Komplikationen und  Anastomoseninsuffizienz  nach
durchgefihrtem kolorektalem Eingriff zu untersuchen. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Hilfe der ROC-Analyse. Die areas under the curve an Tag 3 und Tag 4 wurden als
primarer Endpunkt analysiert, um die Diskriminationsfahigkeit der o.g. Biomarker in der
Detektion von postoperativen septischen Komplikationen und Anastomoseninsuffizienzen zu

bewerten und miteinander zu vergleichen.

Insgesamt 61 Patienten wurden eingeschlossen. Es zeigte sich eine Inzidenz postoperativer
septischer ~ Komplikationen  von  21%, wovon wiederum 69% an einer

Anastomoseninsuffizienz litten. Die Mortalitat lag bei 0%.

Es konnte gezeigt werden, dass CRP, gemessen am 4. postoperativen Tag mit einer AUC
von 0,8463 ausgezeichnete diagnostische Sicherheit in der Vorhersage von
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intraabdominalen septischen Komplikationen besitzt. Die Messung der CRP-Konzentration
war somit gegenlber der Leukozytenzahl und PCT dominant (AUC von 0,6323 vs. 0,6777).
Herausragende Ergebnisse erzielte die Messung von IL-6 am 4. Tag nach Operation im
Nachweis intraabdominaler septischer Komplikationen. Der Biomarker erreichte, mit einer
AUC von 0,8808, ausgezeichnete diagnostische Gite und war sowohl CRP als auch PCT
und der Leukozytenzahl Gberlegen (AUC von 0,8463 vs. 0,6777 vs. 0,6323). Ein errechneter
Grenzwert von 27,0 pg/ml war mit einer Sensitivitdt von 82,2%, einer Spezifitdt von 81,8%
und einem negativ pradiktiven Wert von 94,4% vergesellschaftet. Ebenso die Messung der
mHLA-DR-Expression legte in der Pradiktion von Anastomoseninsuffizienzen sehr hohe
Genauigkeit dar und erbrachte am 3. postoperativen Tag eine AUC von 0,9267. Der
innovative Serum-Marker zeigte sich sowohl CRP, PCT und der Leukozytenzahl als auch IL-
6 Uberlegen (AUC von 0,7056 vs. 0,6722 vs. 0,7342 vs. 0,7467). Ein Cut-off der mHLA-DR-
Expression von 41,6% war mit einer Sensitivitdt von 73,9%, einer Spezifitdt von 100%,
einem negativ pradiktiven Wert von 94% und einem positiv pradiktiven Wert von 100%

asoziiert.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CRP als klinisch etablierter
Marker einen hohen Stellenwert in der postoperativen Uberwachung von Patienten nach
kolorektalem Eingriff einnimmt. Noch besser stellte sich jedoch IL-6 dar und wies,
insbesondere hinsichtlich der frihzeitigen Erkennung septischer Komplikationen,
ausgezeichnete Ergebnisse auf. Im Bezug auf den frihzeitigen Nachweis von
Nahtinsuffizienzen demonstrierte der innovative experimentelle Marker mHLA-DR
ausgezeichnete pradiktive Fahigkeit. IL-6 sowie die mHLA-DR-Expression scheinen somit
vielversprechende Serum-Marker mit groBem Potenzial in der Pradiktion drohender
postoperativer septischer Komplikationen zu sein.
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