Explorative Studie zur durchflusszytometrischen Quantifizierung von
Neutrophil Extracellular Traps und deren Einfluss auf die Gerinnung im Rahmen der

systemischen Inflammation nach kardiopulmonalem Bypass

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Gielden

vorgelegt von Julia Schiederich

aus Koln

GielRen 2022



Aus dem Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universitidt GieRen

Klinik fir Anasthesiologie, operative Intensivmedizin und Schmerztherapie

Gutachter: Prof. Dr. med. Michael Sander

Gutachterin: Prof. Dr. Kemkes-Matthes

Tag der Disputation: 04.08.2023



Inhaltsverzeichnis

T = |0 0] 1
TR . = 1
1.2. GRUNDLAGEN DER KARDIOCHIRURGIE.............cccciiiiiiiinnnn 2
1.2.1. INDIKATIONEN FUR EINEN KARDIOPULMONALEN BYPASS ........c.ccooeiiiiiarieieneane, 2
1.2.2. FUNKTIONEN UND AUFBAU EINES KARDIOPULMONALEN BYPASSES .................. 2

1.2.3. PATHOPHYSIOLOGISCHE GRUNDLAGEN DER GERINNUNG WAHREND

DES KARDIOPULMONALEN BYPASSES........ooo e 3
1.3. SYSTEMISCHE INFLAMMATION UND SEPSIS.........coomiieeiiiirrrnreen s 4
1.3.1. DEFINITION UND EPIDEMIOLOGIE DER SYSTEMISCHEN

INFLAMMATIONSANTWORT NACH KARDIOCHIRURGISCHEN

EINGRIFFEN . e e e e e e 4
1.3.2. HERAUSFORDERUNG DER DISKRIMINATION ZWISCHEN EINEM SIRS

UND EINER SEPSIS BEI KARDIOCHIRURGISCHEN PATIENTEN ........ccocooeiiiinnn 6
1.3.3. KOAGULOPATHIE BEI SYSTEMISCHER INFLAMMATION.......cooiiiiiiiiieeeeeee 7
1.3.4. PATHOPHYSIOLOGISCHE GRUNDLAGEN DER SYSTEMISCHEN

INFLAMMATIONSANTWORT AUF DEN KARDIOPULMONALEN BYPASS................ 9

1.4. NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS (NETS) ALS BINDEGLIED
ZWISCHEN GERINNUNGS- UND IMMUNSYSTEM IM RAHMEN DES

KARDIOPULMONALEN BYPASSES..........co i s e 11
141, DEFINITION. ... 11
1420 NETOSE ... ettt ettt e et e e et e e e s e e e s anree e e 12
1.4.3. ROLLE DER NETS IN DER PATHOGENESE DES SIRS ........cccvtiiiiiiiiiiiiiieniiieeeee 14
1.4.4. NETS UND KARDIOPULMONALER BYPASS. ... 15
1.4.5. NETS UND IHRE AUSWIRKUNGEN AUF DAS GERINNUNGSSYSTEM..........c......... 16
1.4.6. HERAUSFORDERUNG DER QUANTIFIZIERUNG VON NETS.........ccccceiiiiiiiiieeeeen. 16
2. ZIELSETZUNG .......cootiiiiimininiininnninnsasssasssssssasaaasasasassas s 18
K T ' [ I 5 [0 3 | N 21

3.1. ORGANISATORISCHE VORAUSSETZUNGEN..........ccccoiimmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnn, 21



3.2. STUDIENDESIGN UND -KOLLEKTIV .....ccciiiiiiiiiisiresssssessssssrssesssesesssssesssssesenen 21

3.3. PROBENREKRUTIERUNG........ccoiiitiiiiiiimssssesessssssssss s s esssessssse s ssse s sssssesens 22
3.4. EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN ........ccoctiiiiiiiiinirireeesererenersrens e 23
3.5. ZIELPARAMETER........ooiiiiiiieriinn i e 23
K 0 7 I ST 04 o 1 24
3.7. NARKOSEFUHRUNG.........cccceririrrereessesenssnssssessesessesesssssesssssssssssssssssssesnsasees 24
3.8. MESSMETHODEN........coiiiiiiiiiiiiiiiiiir s s renen 25
3.8.1. DURCHFLUSSZYTOMETRIE (FACS)......cciiiiiiiiiiii i 25
3.8.2. ERYTHROZYTEN-LYSE ...t 31
3.8.3. FLUORESZENZMIKROSKORPIE........ccceiiuiiiiiiiiiiaiieie ettt 31
B.8L4. ELISA . et 33
3.8.5. GERINNUNGSANALYSEN ...t 34
3.8.5.1. ROTATIONSTHROMBELASTOMETRIE ........ccocciiiiiiiiiiiciicee e 34
3.8.5.2. IMPEDANZAGGREGOMETRIE ......ccoiiiiiiiiiiiiiiee e 37
K2R T I S I N 39
4. ERGEBNISSE...........ootttiiiniiii s 41
4.1. BASISCHARAKTERISTIKA ...t 41
4.2. ETABLIERUNG DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE ZUR QUANTIFIZIERUNG
VON NETS....ciiiiiiiii s s e e s s e s e e annnes 42
4.2.1. PMA STIMULATION UND 7 — AAD ....oooiiiiiiiiice e 42
4.2.2. FLUORESZENZMIKROSKOPIE..........cccouiiiiiiiiiiiii i 43
4.3. ZEITLICHER VERLAUF DER PLASMAKONZENTRATION VON NETS............ 45

4.4. KORRELATION ZWISCHEN NETS UND INFLAMMATIONSPARAMETERN ....46

4.5. KORRELATION ZWISCHEN NETS UND KOAGULATIONSPARAMETERN .....47
4.5.1. KORRELATION ZWISCHEN NETS UND GLOBALEN

GERINNUNGSPARAMETERN. ... ..o 47
4.5.2. KORRELATION ZWISCHEN NETS UND THROMBELASTOGRAPHISCHEN

PARAMETERN L. e 48



4.5.3. KORRELATION ZWISCHEN NETS UND

IMPEDANZAGGREGOMETRISCHEN PARAMETERN ......coociiiiiiieeee e 50

4.6. KORRELATION ZWISCHEN NETS UND INTENSIVMEDIZINISCHEN

PARAMETERN ......ocutuiueeeeseessessessessesssssssssessessesssssssssssssssessssssssssssssessssssanes 50
5. DISKUSSION......coeueueerersenessessessessssssssssessesssssssssssssssessessssssssssasssnessessssnsans 51
5.1. BEWERTUNG DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE ALS METHODE ZUR

QUANTIFIZIERUNG VON NETS .....vuurrureuresresesssssssssssessssssssssssssssssssesssssnsnsas 51
5.2. DISKUSSION DER ERGEBNISSE............cecreureuretssnssessessessessssssssssssssesssnsans 53
5.3. LIMITATIONEN DER STUDIE ......cuvuiueenesressesssessssessessessessssssssssssessesssssesnns 58
5.3.1. LIMITATIONEN DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE.........c..orvvvveeeremnnrreneeeeessssseee 58
5.3.2. LIMITATIONEN DES STUDIENDESIGNS ..........rvvvvooeeeooesseesocsssessseseesssooossessseee 59
5.8, AUSBLICK........eeueureureseeseesessessessessssssssssssessessesssss s ssssssessesssssssasssssssesssssesans 60
6. SCHLUSSFOLGERUNG.......cceoueueereenesnesnessessssssssssssssssessssssssssssssssssessssssans 62
7. ZUSAMMENFASSUNG........cceureueereeeessessessessesssssssssssessesssssssssssssssssessssssans 63
8. SUMMARY .....ouremeureuereessessessessessesesssssessessessessssssssssassssessesssssssassssessessssnsans 64
9. ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......cceereueueeretssessesessessessesssssssssssssssessessssssnes 65
10. ABBILDUNGSVERZEICHNIS .......cvureureneeresresssessesessessessessssssssssasessessesessssans 68
11. TABELLENVERZEICHNIS ........coovvrerrernesresressssssssssssssessesssssssssssssssessessessssnsans 69
12. MATERIALVERZEICHNIS .......cuvvvrenernesresesssssssssssnsssessesssssssssssssssessessessssnsans 70
13. LITERATURVERZEICHNIS........ccottiurerearearesseessessessessessessessssssssssssssessesssssssnns 72
14. PUBLIKATIONEN.........ccoreueureueseesessessessessessessssssssssssessessssssssssssasessessessssnsans 84
15. EHRENWORTLICHE ERKLARUNG.........ocureurerenernenresressesssssssssssessessessssssnns 85
16. DANKSAGUNG .......cerrerrereurerressssssesssssssessesssssssssssssssessessssssssssssasessessesnssnsans 86

17. LEBENSLAUF ... 87



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Praambel

Im Jahr 2019 wurden in Deutschland Uber 175.000 kardiochirurgische Eingriffe
durchgefuhrt, knapp 72.000 unter Einsatz des kardiopulmonalen Bypasses
(Cardiopulmonary Bypass, CPB)'°. Aktuellere Fallzahlen aus dem Jahr 2020 liegen bei
Uber 161.000 kardiochirurgischen Eingriffen, davon knapp 64.000 unter Einsatz des
CPBs. Diese geringeren Fallzahlen mussen jedoch durch die besonderen Umstande der
COVID-19-Pandemie bei der Interpretation berticksichtigt werden'".

Durch die immer alter werdende Bevdlkerung sind 33,5 % der Patienten, welche einen
kardiochirurgischen Eingriff bendtigen, zwischen 70 und 79 Jahren alt'®. Eingriffe unter
Einsatz des CPBs gehen sowohl mit einem erhdhten Blutungsrisiko, als auch einem
erhdhten Risiko fiir eine systemische Inflammationsreaktion einher®”. Je é&lter die
Patienten sind, desto haufiger spielen hier auch Vorerkrankungen eine Rolle, da sie die

Entstehung einer systemischen Inflammation bzw. Sepsis beglinstigen kénnen®’.

Die systemische Inflammation nach CPB kann mit einer Immunsuppression einhergehen
und zudem zu weiteren Komplikationen, wie myokardialer Dysfunktion,
Blutungsstérungen, aber auch bis hin zur bakteriellen Superinfektion fihren und stellt
somit ein relevantes Problem im Klinikalltag dar’”’8. Die Sepsis ist trotz intensiver
Therapien immer noch mit einer hohen Mortalitdt und langfristigen Morbiditat
assoziiert>®® "4 Eine frlihzeitige Diagnose der Sepsis bildet weiterhin eine der
Hauptsaulen zur Senkung der Mortalitat?'-°, wird allerdings durch die physiologischen
postoperativen Alterationen der Vital- und infektiologischen Laborparameter erschwert.

Hieraus leitet sich die Notwendigkeit einer Suche nach spezifischen Biomarkern ab.

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) fungieren als Teil der angeborenen
Immunabwehr'® und scheinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Inflammationsantwort nach CPB einzunehmen?®. Allerdings ist ihre Quantifizierung bisher
aufwandig und der experimentellen Forschung vorbehalten. Eine kliniktaugliche
Quantifizierung von NETs wirde neue Potenziale erdffnen und konnte so dazu
beitragen, eine postoperative systemische Inflammationsreaktion friihzeitig zu

detektieren und zudem gezielter zu therapieren*368118.119,
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1.2. Grundlagen der Kardiochirurgie

1.2.1. Indikationen fiir einen kardiopulmonalen Bypass

Ein Teil der elektiv geplanten kardiochirurgischen Eingriffe, wie z.B. ein
Herzklappenersatz oder aber auch ein Koronararterienbypass sind operativ nur bei
nichtschlagenden Herzen durchfiihrbar. Der Koronararterienbypass (Coronary Artery
Bypass Graft, CABG) zahlt zu den haufigsten Herzoperationen in Deutschland und
erfolgt, um stenosierte Koronararterien mittels Bypass-Graft zu Uberbriicken. Als

Standardverfahren gilt hierbei der On-Bypass mit Verwendung des CPBs%8°1,
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Abb. 1 Schematische Darstellung eines CPBs. Das vendse Blut wird lber Pumpen zum
Oxygenator transportiert, dort mit Sauerstoff angereichert und wieder (iber die Aorta
zuriickgepumpt. Adaptiert von Larsen et al. 2017%.

1.2.2. Funktionen und Aufbau eines kardiopulmonalen Bypasses

Zu den Funktionen der extrakorporalen Kreislaufunterstitzung zahlen das Ersetzen bzw.

Unterstltzen

- der Pumpfunktion des Herzens
- des Gasaustauschs der Lunge

- der Regulierung der Bluttemperatur

Abb. 1 zeigt schematisch das Funktionsprinzip eines CPBs. Hierbei gelangt das vendse
Blut passiv Uber die beiden Hohlvenen aus dem Korper tber Kantlen und Schlauche in

ein Reservoir, wo es gesammelt wird. An der Membran eines Oxygenators wird
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sauerstoffarmem, venésem Blut Kohlenstoffdioxid (CO.) entzogen und Sauerstoff (O,)
hinzugefugt. Mithilfe einer Pumpe wird dieses - nun oxygenierte Blut - dem Patienten
arteriell wieder hinzugefuhrt. Ein Temperaturregler ermoglicht je nach Bedarf eine

Kuhlung oder Erwarmung des Blutes.

Um ein adaquates Herzzeitvolumen sicher zu stellen, muss mithilfe von Pumpen das
oxygenierte Blut wieder zurlick in den Kreislauf gelangen. Man unterscheidet hierbei
zwischen okklusiven Rollenpumpen und nichtokklusiven Zentrifugalpumpen®. Okklusive
Rollenpumpen gehen mit einer hdheren Bluttraumatisierung und erhéhtem Embolierisiko
einher, welche vor allem bei langeren Eingriffen (> 4 Stunden) auftreten kdnnen. Bei
Routineeingriffen (< 4 Stunden) werden diese dennoch bevorzugt®®®'. Ein
Membranoxygenator uUbernimmt wahrend der extrakorporalen Zirkulation die
Oxygenierungs- und Decarboxylierungsfunktion der Lunge und besteht aus einer
semipermeablen Membran, durch die O, und CO; entlang des Konzentrationsgefalles

hindurch diffundieren kdnnen?®2.

Die meisten Oxygenatoren emmdglichen eine Oxygenierung von ca. 60 — 80 % der
Sauerstoffversorgung, da durch die auftretende Hamodilution die O.- Transportkapazitat
gesenkt wird. Um die Stoffwechselaktivitat zu reduzieren und die Ischamietoleranz der

Organe zu steigern, wird die Korpertemperatur gesenkt®’.

1.2.3. Pathophysiologische Grundlagen der Gerinnung wahrend des

kardiopulmonalen Bypasses

Patienten kénnen auf Grund des CPBs eine Dilutionskoagulopathie entwickeln. Die
Hamodilution entsteht dabei durch die Notwendigkeit einer Volumengabe mit
Kristalloiden, dem Primingvolumen und der Kardioplegielésung. Dadurch kann sich der
Hamatokrit auf bis zu 50 % des Ausgangswertes reduzieren. Es kommt zu einer
Dilutionsazidose, einer Reduktion des Proteingehalts mit folglich transkapillarer
Flissigkeitsverschiebung ins Gewebe und zu einem Abfall der Konzentration an

Gerinnungsfaktoren und Thrombozytenmenge®’.

Eine intraoperative Dilutionskoagulopathie fuhrt haufig zu einer gesteigerten
Blutungsneigung und korreliert mit einer Verlangerung der Prothrombinzeit und aPTT"4,
In-vivo geht dies mit einer Alteration der plasmatischen Gerinnung einher, welches sich
primar durch eine Hypofibrinogenédmie bemerkbar macht’?. Eine klinisch relevante

Thrombozytopenie tritt haufig erst verzogert auf®. Eine Hamodilution mit einem
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Hamatokrit (Hkt) < 18 % oder ein Hamoglobin (Hb) < 6 g/dl entspricht rechnerisch einer
Abnahme der plasmatischen Faktorenkonzentration von <30 %*2. Der International
Normalized Ratio (INR) nimmt zu, ebenso verlangert sich die aPTT*2. In der
Thrombelastographie zeigen sich eine reduzierte Gerinnselfestigkeit (Maximum Clot
Firmness, MCF) und ein verringerter a-Winkel, ebenso wie eine verlangsamte
Gerinnselbildung (Clotting Time, CT, Clot Formation Time, CFT). Die Kombination dieser
Werte lasst auf eine eingeschrankte Thrombozyten-Fibrinogen-Interaktion und geringer

Plasmakonzentrationen schlieRen*2.

Neben der Hamodilution bewirkt auch die mit dem CPB einhergehende Hypothermie
klinisch relevante Nebenwirkungen, wie die Zunahme der Blutviskositdt, eine
verminderte Gerinnungsaktivitdt mit dadurch erhohter Blutungsneigung und eine
Unterdriickung der Immunabwehr, was das Risiko eines Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) erhoht'”37,

1.3. Systemische Inflammation und Sepsis

1.3.1. Definition und Epidemiologie der systemischen

Inflammationsantwort nach kardiochirurgischen Eingriffen

Das SIRS wird definiert als eine nicht-infektidse, d.h. ohne Nachweis von pathogenen
Krankheitserreger, verursachte systemische Entziindungsreaktion und liegt vor, wenn

mindestens zwei der insgesamt vier SIRS-Kriterien erfillt werden®®:

e Fieber (= 38,0°C) oder Hypothermie (< 36,0°C)

e Tachykardie (Herzfrequenz = 90/min)

e Tachypnoe (Frequenz = 20/min) oder Hyperventilation (bestatigt durch
Abnahme einer arteriellen Blutgasanalyse mit p.CO; < 4,3 kPa bzw. 32 mmHg)

o Leukozytose (= 12.000/mm?) oder Leukopenie (< 4.000/mm?3) oder mehr als

10 % unreife Neutrophile im Differenzialblutbild®®

Neben herzchirurgischen Eingriffen wird ein SIRS beispielsweise auch durch schwere
Traumata, Verbrennungen, oder grof3e abdominal- und herzchirurgische Operationen
ausgelost*® 6. Darlber hinaus konnen schwere Grunderkrankungen, wie eine akute
Pankreatitis, eine Addison-Krise, und Ischamien ein SIRS verursachen®. Operative

Patienten, welche die SIRS-Kriterien erfiillten, weisen eine hohere Mortalitat auf als
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Patienten ohne SIRS. Zudem konnte ein linearer Anstieg der Mortalitét bei jedem

weiteren erflllten SIRS-Kriterium nachgewiesen werden?+51:94.9

Die Definition der oben genannten SIRS-Kriterien hatte den urspringlichen Zweck,
frlhzeitig klinische Kriterien fur die Diagnostik der Sepsis zu identifizieren.
Hauptkritikpunkte prasentierten sich allerdings auf Grund ihrer eingeschrankten
diskriminativen Validitat bei zu hoher Sensitivitdt und geringer Spezifitat, besonders bei
operativen Patienten*®'%°  Insbesondere postoperative Alterationen der Vital- und
Laborwerte kdnnen zu positiven SIRS-Kriterien fihren, welches zu einer hohen
Sensitivitat und geringen Spezifitat in Bezug auf die Pradiktion einer Sepsis fuhrt. Dies
zeigte sich in einer Studie, in der Patienten zwar die SIRS-Kriterien erflllten, ohne aber
an einer Sepsis zu leiden und umgekehrt zeigten sich septische Patienten, die weniger
als zwei der SIRS-Kriterien erfiilliten®®. Die damit einhergehende hohe Varianz der
Inzidenz des postoperativen SIRS erschwert eine Diskrimination zwischen

postoperativen SIRS und manifesten Infektionen und bedarf spezifischer Marker’8114,

Eine aktuelle retrospektive Analyse zeigte, dass ein SIRS zu 28,3 % innerhalb 24
Stunden nach kardiochirurgischen Eingriffen postoperativ nachgewiesen werden kann®’.
Eine erhdhte Mortalitat bei SIRS-positiven zu SIRS-negativen Patienten konnte hierbei
nicht beobachtet werden, allerdings zeigte sich, dass Patienten mit SIRS postoperativ
haufiger katecholaminpflichtig waren und langere Beatmungszeiten auf der
Intensivstation aufwiesen®’. Ebenso bendtigten Patienten mit SIRS haufiger eine
intraaortale Ballonpumpe (IABP), eine Dialyse, oder litten vermehrt an postoperativen
Blutungen®’. Hieraus leitet sich ab, dass die SIRS-Kriterien, auch wenn sie seit der
EinfUhrung der Sepsis-3-Definition nicht mehr fur die Diagnose der Sepsis verwendet
werden, fur die Identifikation einer systemischen Inflammation relevant und valide
sind*'%6, Zudem kénnen positive SIRS-Kriterien den Verdacht eines septischen Verlaufs
weiterhin erharten® ", Dennoch bleibt die Identifikation der Sepsis und des SIRS bei
postoperativen Patienten insbesondere bei kardiochirurgischen Patienten eine
Herausforderung, da die physiologischen Veranderungen nach einer Operation das
Auftreten einer Infektion verschleiern kdnnen. Ein Lésungsansatz kdnnte die Evaluation
diskriminativer Biomarker zur Erkennung einer systemischen Inflammation nach

kardiochirurgischen Eingriffen sein.

* Zur besseren Lesbarkeit wird in der vorliegenden Dissertation auf die gleichzeitige Verwendung
mannlicher und weiblicher Sprachformen verzichtet. Es wird an dieser Stelle ausdrucklich darauf
hingewiesen, dass die Verwendung der mannlichen Form geschlechtsneutral verstanden werden
soll.

5



Einleitung

1.3.2. Herausforderung der Diskrimination zwischen einem SIRS und

einer Sepsis bei kardiochirurgischen Patienten

Die Sepsis ist definitionsgemalt ,eine akut lebensbedrohliche Organdysfunktion,
hervorgerufen durch eine inaddquate Wirtsantwort auf eine Infektion“?'. Nicht mehr die
Schwere der Infektion, sondern die Immunantwort auf die Infektion riickt nun in den
Fokus der aktuellen Definition®®. Fir die Diagnose einer sepsisassoziierten
Organdysfunktion ist eine Veranderung des Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA)-Score um = 2 Punkte nétig. Trotz adaquater Therapie kann die Sepsis in einen
septischen Schock minden. Dieser ist definiert als ,eine ftrotz adéaquater
Volumentherapie persistierende arterielle Hypotension mit der Notwendigkeit einer
Therapie mit Vasopressoren, um einen mittleren arteriellen Blutdruck von =265 mmHg zu
erreichen. Gleichzeitig muss der Laktatwert im Serum =2 mmol/l betragen*®®. Bei einer
Sepsis liegt die Mortalitat bei Gber 10 % bei stationaren Patienten aulerhalb der
Intensivstation?. Der SOFA-Score dient als Pradiktor der Letalitdt septischer
Patienten®'"4. Je hoher der SOFA-Score ausfallt, desto hoher die Wahrscheinlichkeit
flr eine hohere Mortalitat®. Bei der schwersten Erkrankungsentitdt, dem septischen
Schock, liegt die Mortalitat bei Gber 40 %%,

In der aktuellen Leitlinie zur Therapie der Sepsis haben die SIRS-Kriterien keinen
Stellenwert in der Definition der Sepsis mehr?', da sie eine adaptive
Entzindungsreaktion des Wirts widerspiegeln, welche durch Infektion, aber auch durch
andere Ursachen hervorgerufen werden konnen und somit nicht zwangslaufig ein
Zeichen einer dysregulierten Immunantwort sind®. Limitiert durch eine schlechte
Diskriminanzvaliditdt und konvergente Validitat weisen die SIRS-Kriterien eine zu
geringe Spezifitdt bei hoher Sensitivitat fir Infektionen auf?'%8. Infolgedessen wurden
gSOFA- und SOFA-Score fiir die Definition der Sepsis etabliert®. Wahrend der gSOFA-
Score fur Patienten auRerhalb der Intensivstation etabliert wurde, wird der SOFA-Score

bei intensivmedizinischen Patienten angewendet.

Der SOFA-Score ist im Vergleich zum qSOFA-Score in der Berechnung deutlich
zeitintensiver, was zu ZeiteinbuRen in der darauffolgenden Therapie fihren kann®*7,
dadurch zwar spezifischer, aber weniger sensitiv, als die SIRS-Kriterien. Zudem kdénnen
Vorerkrankungen bei herzchirurgischen Patienten zu Alterationen der Organsysteme
fuhren, welche entsprechend den SIRS-Kriterien zu falsch-positiven Diagnosefindungen

fuhren konnten.
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Das Auftreten einer Sepsis nach kardiochirurgischen Eingriffen ist mit einer Pravalenz
von 0,39 % bis 2,5 % selten, allerdings weisen diese Patienten bei verlangerter
intensivmedizinischer Behandlung mit invasiver Beatmung eine hohe Sterblichkeit von

65 % bis 79 % auf, was mit der Schwere ihrer Grunderkrankung erklarbar ist®.

Die hohe Sepsis-assoziierte Mortalitdt nach kardiochirurgischen Eingriffen zeigt die
Notwendigkeit von diskriminativen Biomarkern auf. Die bislang genutzten
Entzindungsparameter, wie C-reaktives Protein (CRP) und Procalcitonin (PCT) zur
Verlaufskontrolle sind  etabliert, zur frihzeitigen Diagnose einer Sepsis nach
kardiochirurgischen Eingriffen sind sie allerdings nicht suffizient®. Die postoperative
Alteration der Vitalparameter und mangelnde Trennscharfe sind hierbei vordergriindig

ZU nennen.

Eine Diskriminierung zwischen SIRS und Sepsis stellt eine alltagliche
intensivmedizinische Herausforderung dar, weil nach kardiochirurgischen Eingriffen
sowohl die Vital- als auch Laborwerte alteriert sind®. Als Folge dessen ist die friihzeitige
Diagnose einer Sepsis haufig schwierig. Zusatzlich kdnnte durch eine verbesserte und
spezifischere Diagnostik und, daraus resultierend, durch einen schnelleren und
effektiveren Therapiebeginn auch die Mortalitdt im Rahmen der systemischen

Inflammation gesenkt werden.

Da die Diagnostik eines SIRS meist auf einer klinischen Manifestation beruht, ist sie
gerade bei postoperativen Patienten nach CPB oft erschwert, weil ihre Symptome mit
denen von gewohnlichen postoperativen Komplikationen haufig verwechselt werden
konnen’®, Entziindungsparameter, wie CRP und PCT sind i.d.R. nach operativen
Eingriffen erhdht, weshalb sie fur die postoperative SIRS-Diagnostik eher weniger

geeignet sind’®.

1.3.3. Koagulopathie bei systemischer Inflammation

Sobald es zum Kontakt der Blutkomponenten mit den kilnstlichen Oberflachen des
extrakorporalen Systems kommt, wird Faktor Xll aktiviert, wodurch die intrinsische
Gerinnungskaskade initiiert wird, welche letztendlich in der Bildung von Thrombin

endet””.

Die Ursachen eines verstarkten pro- oder antikoagulatorischen Effektes sind meist
multifaktoriell begrindet. Sie kdnnen Folge einer Thrombozytendysfunktion oder -

aktivierung sein, einer Aktivierung der plasmatischen Gerinnung, einer gesteigerten
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Fibrinolyse, oder aber auch in einer Immunmodulation Uber aktivierte neutrophile

Granulozyten begrindet liegen.

Im Endeffekt ist jede Entzindungsreaktion mit einer Aktivierung des Gerinnungssystems
verbunden. Diese reicht von einer klinisch unbedeutsamen und laborchemisch nur
schwer nachweisbaren Aktivierung der Gerinnungsfaktoren Uber eine ausgepragte
Thrombozytopenie mit Verlangerung der Blutungszeit bis hin zu einem fulminanten

Krankheitsbild, der disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC)®".

Die systemische Inflammation ist eng mit einer Aktivierung des Gerinnungssystems
verknUpft, so dass umgekehrt eine Koagulopathie die Entzindungsaktivitat verstarken
kann®3, Eine UberschieRende, systemisch wirksame, Entziindungsantwort auf eine
Infektion kann zu mikrovaskularen Zirkulationsstérungen mit septischen Koagulopathien
bis hin zu Organversagen fihren. Eine Aktivierung der Gerinnung und konsekutiver
Fibrinablagerung flihrt allerdings auch zu einer Begrenzung der Entzlindungsreaktion
auf den Ort der Infektion”". Ein besseres Verstandnis dieser Wechselwirkungen konnte
Angriffspunkt neuer Therapieansatze werden und sich positiv auf unterstitzende

Behandlungsstrategien auswirken®.

Bei der entziindungsinduzierten Aktivierung der Gerinnung kénnen sowohl alterierte
Endothelzellen, als auch aktivierte mononukleare Zellen die Gerinnungskaskade mit
Aktivierung der proinflammatorischen Zytokine vermitteln. Interleukin-6 (IL-6) scheint

hierbei ein wichtiger Induktor bei der Expression des Tissue Factors zu sein®%1%,

Beides fuhrt zu einer Expression von Tissue Factor und somit Thrombin und folglich
Fibrin. Physiologisch haben die meisten Zellen, die Tissue Factor exprimieren, keinen
direkten Kontakt zu Blut. Wird die Integritat der GefaBwand zerstdrt, andert sich dies.
Zusatzlich werden physiologische Antikoagulationsmechanismen und die Fibrinolyse

gedrosselt, was die intravasale Fibrinbildung zusatzlich fordert®’.

Da in atherosklerotischen Plaques ebenfalls Tissue Factor exprimiert wird, wird dieses
bei Ruptur des Plaques exponentiell ins Blut freigesetzt, welches die Koagulopathie

insbesondere bei kardiochirurgischen Patienten verstarken kann®'.
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1.3.4. Pathophysiologische Grundlagen der systemischen

Inflammationsantwort auf den kardiopulmonalen Bypass

Die Pathogenese der systemischen Inflammation im Rahmen eines CPBs ist komplex
und beinhaltet verschiedene, miteinander interagierende Signalwege. Die Aktivierung
des Kontaktsystems durch Blutkontakt mit synthetischen Oberflachen, der Ischamie- und
Reperfusionsschaden, welcher die GefalRpermeabilitdt erhdht und in  einer
Endotoxinfreisetzung aus dem Darm mundet, aber auch das chirurgische Trauma und
die Hypothermie wahrend des CPBs sind potenzielle Trigger einer systemischen

Inflammationsreaktion, indem sie eine Akute-Phase-Reaktion induzieren2®:57.77.78

Kardiochirurgische Patienten stellen hierbei ein anspruchsvolles Patientenkollektiv dar,
da eine adaquate Gewebeperfusion bereits praoperativ eingeschrankt sein kann’®. Es
zeigte sich eine signifikant hdhere Inzidenz eines SIRS nach CABG im Vergleich zum
Off-Pump Coronary Artery Bypass (OPCAB), was die Vermutung bestarkt, dass alleine

die Verwendung des CPBs die inflammatorische Kaskade aktivieren kann'2,

Es kommt zu einer Gewebszerstorung mit Freisetzung von zelluldren Bestandteilen,
welche zum einen proinflammatorische, aber auch antiinflammatorische Reaktionen
aktivieren konnen’®. Die dadurch entstandene systemische Entzliindungsreaktion mit
einhergehender Immunsuppression kann zu weiteren Komplikationen, wie myokardialer
Dysfunktion, respiratorischem Versagen, Nieren- und neurologischer Dysfunktion,
Blutungsstérungen, veranderter  Leberfunktion, und schlieBlich  multiplem
Organversagen fiihren’”-’8, Durch die resultierende Immunsuppression ist der Patient fur
eine bakterielle Superinfektion gefahrdet und so kann eine sterile systemische
Inflammation in das Krankheitsbild einer Sepsis tibergehen’. Risikofaktoren sind hierfiir
v.a. eine prolongierte Bypass-Zeit, Nikotinabusus, chronische Entziindungen, und
Diabetes mellitus. Eine intraindividuelle Variabilitat spielt ebenfalls eine entscheidende
Rolle’”®". Das gehaufte Auftreten eines SIRS nach CPB im Vergleich zu
kardiochirurgischen Eingriffen ohne CPB lasst zudem die Vermutung nahe, dass der
Blutkontakt mit synthetischen Materialen des CPBs die unspezifische Immunantwort
durch Auslésung der Komplementkaskade aktiviert und so ein SIRS begunstigen
kann®'216 Da die Oberflachen des CPBs nicht mit Endothelzellen ausgekleidet sind,
fehlt dessen antiinflammatorische Wirkung und es kommt zur Aktivierung des
Komplementsystems, hauptsachlich Uber seinen alternativen Weg, was zur Freisetzung
von Proteasen und freien Sauerstoffradikalen mit konsekutiver Endothelschadigung
fihrt’8. Zudem kommt es durch die Komplementaktivierung zur Induktion der

Komplementfaktoren C3a und Cb5a, welche anaphylaktische und chemotaktische
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Wirkung besitzen und so u.a. Neutrophile an den Entziindungsherd locken’”. C3a und

C5a konnten hier als MaR fiir die Thrombogenitat einzelner Materialien dienen3"-"7.

Nach CPB zeigten sich die proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor-a (TNF-
a), IL-6 und IL-8 erhdht und das antiinflammatorische Zytokin IL-10 erniedrigt. Dieses

Ungleichgewicht kann mit ursachlich fir ein SIRS nach CPB sein’’.

Studien zeigen, dass eine erhdhte Menge an proinflammatorischen Zytokinen mit einem
negativen Outcome nach Herzoperationen in Verbindung gebracht werden kann’’. TNF-
a und IL-1B setzen die kontraktile Funktion des Myokards herab, indem sie die
Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) verhindem’’. Ebenso
induziert TNF-a glomerulare Fibrinablagerungen und eine Vasokonstriktion, wodurch es
zu einer verminderten glomerularen Filtrationsrate (GFR) und Nierenfunktionsstérung im

Rahmen des CPBs kommen kanns.

Des Weiteren induzieren Zytokine und Endotoxine die endothelidre Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) Uber die Inducible Nitric Oxide Synthase (INOS)”’. NO induziert
eine Vasodilatation und fuhrt zu einer Erhdhung der Gefal3permeabilitat, u.a. auch in den
Pulmonalgefalen, was dort zu einer pulmonalvaskularen Barrieredysfunktion mit
Lungenddem und eingeschrankter Sauerstoffversorgung fihrt’”. Die iINOS tragt somit
entscheidend zu der Induktion der Organfehlfunktionen wahrend eines SIRS bei und

konnte ein wichtiger Angriffspunkt therapeutischer Targets darstellen’”.

Der Verlust des Gefaltonus, der Austritt der Kapillarflissigkeit und die Extravasation der
Leukozyten flhren letztendlich zu einer Organdysfunktion. Auch die myokardiale
Hypoxie und Ischamie ist ein proinflammatorischer Stimulus’”-’8. Die enge Verkniipfung
von Inflammation, Gerinnung und Fibrinolyse kann zu Fibrinablagerungen, aber auch zur
DIC mit deutlich erhéhter Mortalitat fiihren?.

Molekularbiologisch beginnt die Immunantwort mit der Erkennung von Damage-
Associated Molecular Patterns (DAMPs), wie das weitreichend untersuchte High-
Mobility-Group-Box Protein 1 (HMGB1), Histonen, oder Interleukin-1 (IL-1)%°% und
Strukturmotiven von mikrobiologischen Pathogenen, den Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs), wie Lipopolysaccharide (LPS)**#°. DAMPs sind endogene
Molekulle, die von geschadigten oder abgestorbenen Zellen aus dem Extra- oder
Intrazellularraum freigesetzt werden und durch das Binden an Pattern Recognition
Receptors (PRRs), wie Toll-like-Rezeptoren (TLR), sowohl das angeborene
Immunsystem aktivieren, als auch Entziindungsreaktionen fordern3447089  Getriggert

wird deren Freisetzung u.a. durch schwere Traumata, nicht-infektiése Entziindungen,
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aber auch durch kardiochirurgische Eingriffe unter Einsatz des CPBs*>708%0 PRRs
erkennen DAMPs oder PAMPs und stimulieren so die Phagozytose und
Entzindungsreaktionen und induzieren die Synthese von proinflammatorischen
Zytokinen und Interferonen und starten somit die entziindliche Signalkaskade?®%°. TLR-
Rezeptoren spielen daher eine zentrale Rolle bei Inflammationsprozessen, da sie

Signalkaskaden erkennen und weitere initiieren’®.

HMGB1 triggert die Freisetzung weiterer proinflammatorischer Kaskaden durch
Aktivierung des Nuclear Factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-
kB)-Signalweges durch Bindung an TLR2, TLR4, und TLR9, was zu vermehrter
Makrophagenmigration fiihrt und Neutrophile am Ort ihrer Freisetzung bindet358%112,
Studien zeigten, dass HMGB-1 nicht nur bei septischen Patienten, sondern auch im
Rahmen des postoperativen SIRS nach CPB erhoht ist®39°,

Histone sind im Rahmen der NETs-Forschung in zweierlei Hinsicht bedeutungsvoll, da
sie nicht nur die Rolle der DAMPs wahrnehmen, sondern zudem essenzieller Bestandteil
der NETs sind*”'%  Histone stammen aus Nukleosomen, konnen entweder aktiv oder
passiv freigesetzt werden und ermdglichen die Chromatinkondensation im Zellkern und
steuern die Regulierung genetischer Reparaturmechanismen; zudem bilden sie das
GrundgerUst der NETs*7:104,

Die angeborene Immunantwort wird, neben der Freisetzung von DAMPs, mal3geblich
durch neutrophile Granulozyten angeregt. Neben der Phagozytose sind diese in der
Lage NETose zu betreiben, wodurch schlieRlich NETs freigesetzt werden, welches im

folgendem Kapitel detailliert beschrieben wird®32,

1.4. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) als Bindeglied
zwischen Gerinnungs- und Immunsystem im Rahmen des
kardiopulmonalen Bypasses

1.4.1. Definition

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) sind extrazellulare Strukturen, bestehend aus
einem Grundgerist aus Chromatinfasern, die zusammengesetzt sind aus
Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonucleic Acid, DNA) und Histonen, an welche
spezifische antimikrobielle Proteine, u.a. neutrophile Elastase, Myeloperoxidase (MPO),
Cathepsin G, Proteinase 3, HMGB1 angeheftet sind. Sie werden von aktivierten

neutrophilen Granulozyten gebildet'®'"°.
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NETs fungieren als wichtige Effektorder angeborener Immunabwehr, indem sie
Mikroorganismen binden, sie an ihrer Ausbreitung hindern und fur eine hohe lokale
Konzentration an antimikrobiellen Wirkstoffen triggern, um so Bakterien abzutéten und
Virulenzfaktoren abzubauen'®. Sie gelten als wichtiges Bindeglied, sowohl in der

Aktivierung des Immun-, als auch des Gerinnungssystems 82,

Neutrophile Granulozyten machen beim gesunden Menschen mit ca. 60 % den GroRteil
der Leukozyten aus'. Entstent ein Entzindungsherd, so folgen sie einem
chemotaktischen Gradienten und wandern in Richtung des infizierten Gewebes'. Zu
den immunregulatorischen Funktionen der neutrophilen Granulozyten gehdren die
Phagozytose, die Bildung von Reactive Oxygen Species (ROS) und die Bildung von
NETs"®.

NETs sind mit diversen Erkrankungen assoziiert, wie z.B. der chronischen
Granulomatose, Vaskulitis, Praeklampsie oder der zystischen Fibrose®?7°. Zudem zeigte
sich auch, dass der Blutkontakt mit extrakorporalem Fremdmaterial zu einer Zunahme
der NETs fiihrte®. Ob der NETs-Anstieg eine Pradisposition fiir postoperative
Komplikationen nach kardiochirurgischen Eingriffen und somit potenzielles Therapieziel

darstellt, muss zukinftig noch untersucht werden®.

1.4.2. NETose

NETs entstehen im Rahmen einer sogenannten NETose. Dieser Begriff beschreibt die
Aktivierung und Freisetzung von NETs und wurde 2004 erstmals von Brinkmann et al.

beschrieben™®.

Die NETose ist eine aktive Form des neutrophilen Zelltodes, welche von der Apoptose
und Nekrose abzugrenzen ist''®. Abb. 2 zeigt die einzelnen Phasen der NETose, bei der
Kern- und Granulommembran zerfallen, das Chromatin dekondensiert und letzlich in das
Zytoplasma diffundiert, wo es sich mit den zytoplasmatischen Proteinen vermischt und

nach der Ruptur der Plasmamembran in den extrazelullaren Raum freigesetzt wird'®.
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Abb. 2 Phasen der NETs-Formation. (1) bis (4) zeigen schematisch die einzelnen Phasen der
NETose. Nach Aktivierung durch Stimuli kommt es zur Bildung von ROS (1). Die Kernmembran
beginnt, in eine Kette von Vesikeln, zu zerfallen. Die Integritdt der Granula wird langsam
aufgehoben (2). Das Kernmaterial fiillt nun einen Grof3teil der Zelle und vermischt sich mit den
Granula (3). Integritdt von Kern und Granula ist vollstdndig verloren gegangen. Die Zelle
kontrahiert und setzt NETs frei (4). Adaptiert von Brinkmann et al. 20077,

Die NETose ist durch eine Vielzahl von Stimuli auslosbar, u.a. Mikroben, Phorbol
myristate acetate (PMA), Lipopolysaccharide (LPS), entzindliche Zytokine, wie IL-8 und
TNF-a, Wachstumsfaktoren, sowie durch aktivierte Endothelzellen und Thrombozyten.

Ist der initiale Trigger erfolgt, so unterscheidet man zwei Formen der NETose'8:83.116:

a) Suizidale NETose
b) Vitale NETose

Die suizidale NETose wird induziert durch Ligandenbindung an neutrophilen TLR,
Komplementaktivierung oder Zytoktinen''é. Daraufhin werden die Calciumspeicher des
endoplasmatischen Retikulums ins Zytoplasma entleert, wodurch die Proteinkinase C
(PKC) aktiviert und das Glykoprotein gp91phox phosphoryliert wird''®. Diese induziert
die funktionsfahige Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase),
welche mit der Generierung von ROS beginnt. ROS fungieren als Second Messenger
und bewirken die Auflésung der Granula und Kernmembran'®''®, Durch die
abschlielRende Ruptur der Plasmamembran werden die NETs freigesetzt und fuhren
zum Tod der Zelle''®. ROS scheinen dabei eine entscheidende Rolle zu spielen, auch
wenn bislang unklar ist, wie genau sie beim Abbau der Kernhille oder an der

Durchmischung der einzelnen NETs-Strukturen beteiligt sind'®.

Bei der vitalen Form der NETose bleibt die Integritdt der Plasmamembran der
Neutrophilen Granulozyten intakt. Die NETs-Freisetzung erfolgt hier tber vesikularen
Export''®. Die netzartigen Neutrophilen werden dadurch zu anuklearen Zytoplasten,

welche weiterhin in der Lage sind, Pathogene zu erkennen und abzufangen'®.
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Studien haben gezeigt, dass Neutrophile in der Lage sind, zwischen der Mikrobengréfie
zu differenzieren. NETs werden bevorzugt bei grolReren Pathogenen und mikrobiellen

Clustern freigesetzt, die nicht von Phagozyten eliminiert werden kénnen?3,

Kardiochirurgische Patienten haben i.d.R. mehrere Komorbiditaten, wie Arteriosklerose
oder Diabetes Mellitus. Diese Vorerkrankungen konnen zu chronischen
Entzindungsprozessen flhren, was in einem praoperativen Priming der frei
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten mindet®. Durch die Entziindungsreaktion im

Rahmen des CPBs kann folglich die NETose ausgeldst werden®.

1.4.3. Rolle der NETs in der Pathogenese des SIRS

NETs sind auch im Rahmen steriler Inflammationsreaktionen nachweisbar®2. Es
konnte gezeigt werden, dass NETs nicht nur unter septischen Bedingungen
nachgewiesen werden kénnen, sondern auch bei steriler Inflammationsreaktion nach
schwerem Trauma oder Verbrennungen. NETs werden durch inflammatorische
Zytokine, wie IL-1B, IL-8 oder TNF-a und weitere Entzindungsmediatoren bei SIRS-
Patienten freigesetzt*®°2. Sie verandern die mikrovaskuldare Homdostase und dadurch
den Blutfluss, was u.a. zu Multiorganversagen fihren kann. TNF-a aktiviert die
Phagozytose, die Degranulation und Aktivitat des oxidativen Bursts. IL-8 stimuliert u.a.

die Adhasion der Neutrophilen®2.

Lange Zeit wurde angenommen, dass zirkulierende freie DNA (cf-DNA) von
nekrotischen und/oder apoptotischen Zellen stammt, bis ein moglicher Zusammenhang
zwischen cf-DNA und NETs dargelegt wurde*. cf-DNA fand man hierbei sowohl bei

infektiosen, als auch nicht-infektiosen Patienten.

Gab man Plasma, welches von SIRS-Patienten enthommen wurde, zu gesunden
isolierten neutrophilen Granulozyten, kam es zu einer gesteigerten Freisetzung von
NETs und der Bildung von ROS®2. Wurde dagegen gesunden neutrophilen Granulozyten
Zytokine (TNF-q, IL-18, IL-8) hinzugeflhrt, zeigte sich danach ebenfalls ein Anstieg der
ROS und NETs. Da SIRS-Patienten erhdhte Spiegel von Zytokinen (TNF-a, IL-13, IL-8)
aufweisen®?, stellte sich die Frage, ob bei diesen Patienten somit auch mit einem
erhohten Anstieg der NETs zu rechnen ist. Um eine Kausalitat zu Uberprifen, wurde das
Plasma der SIRS-Patienten zuvor mit TNF-a, IL-1B oder IL-8-Antikdrpern (AK) inkubiert,
welches zur einer Reduktion der Konzentration an NETs fiihrte®?. Die durch TNF-a, IL-

1B oder IL-8 vermittelten ROS kdnnten somit mitverantwortlich fir eine erhdhte NETs-
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Bildung bei SIRS-Patienten sein. Zytokine scheinen demnach an einer Zunahme der
NETSs bei SIRS beteiligt zu sein®2.

1.4.4. NETs und kardiopulmonaler Bypass

Neutrophile Granulozyten und insbesondere NETs scheinen bei der Entwicklung eines
postkardiochirurgischen SIRS eine relevante Rolle zu spielen®. Die Bildung von NETs
und deren Ablagerungen im vaskuldren System koénnten die Mikrozirkulation
beeintrachtigen, wie es z.B. beim myokardialen No-Reflow-Phdnomen beschrieben
ist>"". Durch Okklusion und Schadigung der pulmonalen und systemischen
Mikrozirkulation, welche durch die UbermaRige NETs Produktion getriggert wurde,

konnte es zu Organschaden kommen®,

Ischamien mit konsekutiven Reperfusionsschaden und das operative Trauma im
Rahmen des CPBs flihren zu einer Aktivierung der Endothelzellen und gesteigerten
Expression von Adhasionsmolekilen, welche die Migration von neutrophilen
Granulozyten an den Ort der Schadigung begiinstigen?®. Bei kritisch kranken Patienten,
wozu das untersuchte Studienkollektiv aufgrund des vorhandenen SIRS und der
Invasivitat des herzchirurgischen Eingriffes gezahlt werden kann, kdnnte eine solch
ungehemmte NETs-Aktivierung zu Organschaden flhren, welche bei gestinderen
Patienten aufgrund ihrer geringeren Komorbiditaten ausbleiben konnte. Es konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass die Bildung von NETs bei kritisch kranken Patienten

mit der 28-Tage- Mortalitat und DIC assoziiert war’.

Ein wichtiger therapeutischer Ansatz konnte folglich die Hemmung der NETose durch
Peptidyl-ArgininDeiminase-Inhibitoren® oder die Steigerung des NETs- Abbaus durch
exogene DNAsen | darstellen, um somit die negativen Folgen einer Gbermaligen NETs-

Produktion zu mindern und das Outcome der Patienten nach CPB zu bessern''3.

Zudem zeigte sich eine positive Korrelation von NETs und der Lange der Bypassdauer®.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Bildung der NETs eher durch Kontakt mit dem
extrakorporalen Kreislauf und die dadurch entstandenen Komplement- und

Thrombozytenaktivierung ausgeldst werden kénnte®.
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1.4.5. NETs und ihre Auswirkungen auf das Gerinnungssystem

Vorherige Studien konnten zeigen, dass NETs eine wichtige Rolle im Rahmen der

Immunthrombose spielen und mit septischen Koagulopathien assoziiert sind'™.

NETs besitzen einen Uberwiegend prokoagulatorischen Effekt. Sie aktivieren die
Gerinnungskaskade , indem sie zum einen als Stimulus fur die Thrombozytenadhasion
und -aggregation fungieren, als auch, als Gerist fiir solche dienen''®. Die
Hauptbestandteile der NETs (DNA, Proteasen, Histone) wirken auf Grund ihrer
negativen Ladung prokoagulatorisch®. DNA bspw. induziert aufgrund ihrer negativen
Ladung die Thrombinbildung im Plasma und erhéht die Proteaseaktivitat von

Gerinnungsfaktoren3°-102.116,

Durch die negative Ladung der NETs sind diese in der Lage, Plasmaproteine wie
Fibrinogen, Fibronektin und den von Willebrandfaktor zu binden und so den Thrombus

zu stabilisieren®.

Patienten mit tiefer Venenthrombose (TVT) weisen sowohl eine hdhere Konzentration
von zirkulierenden Nukleosomen als auch aktivierten, neutrophilen Granulozyten auf®?,
Zugleich zeigte sich bei Patienten mit erhdhten Konzentrationen ein dreifach hdheres
Risiko fur eine TVT im Vergleich zur Kontrollgruppe, in der ein klinischer Verdacht auf
eine  TVT Dbesteht, die objektiven Tests jedoch negativ waren®. Die
immunhistochemische Anfarbung von vendésem Thrombenmaterial zeigte, dass NETs
besonders bei der Thrombusreifung eine Rolle spielen. Dartuber hinaus fuhrte im selben
Modell eine Infusion mit Histonen zu einer Vergro3erung der Thromben. Eine
Erschopfung der Neutrophilen, genauso wie die Behandlung mit DNasen, fihrte zu

vergleichsweise kleineren Thromben?®:,

Diese Studienergebnisse lassen vermuten, dass NETs auch in-vivo eine wichtige Rolle
im Rahmen der Koagulation spielen und womaoglich einen entscheidenden Einfluss auf

die damit einhergehenden Komplikationen haben kénnten.

1.4.6. Herausforderung der Quantifizierung von NETs

Die Anfange der NETs-Visualisierung machten 2004 Brinkmann et al. und 2007 Fuchs
et al.’®% Sie nutzten die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und
Rasterelektronenmikroskopie (REM), um NETSs darzustellen?. Die TEM ermdglichte die

Charakterisierung der Morphologie und veranschaulichte beispielsweise die
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Desintegration der Kernmembran der NETs freisetzenden Zellen*®. Die REM hingegen
visualisierte NETs-Strukturen, wie Histone und Elastase, und stellte dar, dass NETs in

der Lage sind, Bakterien einzuschlieRen'®.

In entztindlichen Proben konnte jedoch beobachtet werden, dass Fibrin die NETs imitiert
und eine zuverlassige Differenzierung im TEM und REM somit nicht mdglich ist. Fir eine
sichere Verifizierung ist die Fluoreszenzmikroskopie demnach besser geeignet??. Die
Fluoreszenzmikroskopie ist jedoch limitiert durch die Expertise des Untersuchers und
durch eine geringe ProbengroRe®. Eine weitere Moglichkeit der Visualisierung ist die
Dual Laser Spinning-Disk Mikroskopie. Hierbei lassen sich der Vorgang der NETose,
wie auch die einzelnen NETs gut darstellen?. Die Dual Laser Spinning-Disk Mikroskopie
ermdglicht bspw. eine Visualisierung der NETose in Lebersinusoiden im Rahmen einer
bakteriellen Sepsis’’. Hierbei wird ein zellimpermeabler DNA-Farbstoff verwendet, um
die extrazellulare DNA zu farben. Die Hinzugabe von DNAsen, wodurch sich der
Farbstoff aufloste, beweist, dass es sich bei den gefarbten Strukturen um DNA handelt””,

ebenso wie fluoreszenzmarkierte AK, die spezifisch an Elastase und Histonen binden’".

Durch eine Hinzugabe von fluoreszenzmarkierten E.Coli konnte zudem eine Interaktion

und Behinderung der bakteriellen Verbreitung mikroskopisch dargestellt werden’".

Neben der direkten Visualisierung der NETs mittels Fluoreszenzmikroskopie stehen fur
die Quantifizierung die Methoden der Durchflusszytometrie, ELISA und PCR zur
Verfligung'?2€%88_ F{ir eine sichere Identifikation des SIRS mit Hilfe einer spezifischen
und objektiven NETs-Quantifizierung konnte bislang keine der Methoden erfolgreich

etabliert werden?258,

2015 konnte eine Kombination aus Hochgeschwindigkeits-Multispektral-Bildgebung und
morphometrischer Bildanalyse sicher durchgefiihrt werden''®, welche spezifisch und
objektiv ist und einen quantitativen Nachweis der NETose ermdglicht®®. Im selben Jahr
wurde zudem die direkte Durchflusszytometrie zur Identifizierung und Quantifizierung
von NETs eingefiihrt**. Beide Ansatze ermoglichten die Quantifizierung einer hohen
Anzahl von Zellen, ebenso wie die morphologische Analyse, aber sie boten auch
gewisse Einschrankungen. Beide Methoden waren hochspezialisierte Verfahren, welche
Expertenkompetenz erforderten, und machten sie somit flr den klinischen Alltag auf
Intensivstation eher ungeeignet. Zudem ist die verwendete Gating-Strategie noch in der
Diskussion® 115, Daraufhin wurde 2018 eine optimiete Methode der
Durchflusszytometrie veroffentlicht®, welche nun Vollblut ohne Zellfixierung nutzte, was

eine Durchfuhrung auf Intensivstationen praktikabler erscheinen liel3.
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2. Zielsetzung

Das SIRS stellt im klinischen Alltag eine Herausforderung dar, erfordert personelle und
finanzielle Ressourcen und flihrt trotz guter intensivmedizinischer Behandlung noch
haufig zu Komplikationen’. Speziell fir herzchirurgische Patienten ware ein
diskriminativer Biomarker erstrebenswert, da sie durch eine kompromittierte

Immunabwehr besonders von einem SIRS betroffen sind'328.77,

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, ist ein frihzeitige Diagnostik und schneller
Therapiebeginn entscheidend fir das Outcome der Patienten und suggeriert somit auch
die Notwendigkeit einer moglichst friihzeitigen und spezifischen Identifikation des SIRS
bzw. der Sepsis®. Eben diese ist allerdings aufgrund der physiologischen postoperativen
Reaktionen erschwert, weshalb sich die Frage stellt, wie eine schnelle und spezifische

Pradiktion eines SIRS bei chirurgischen Intensivpatienten erreicht werden kann.

Sowohl Gerinnungs-, als auch Immunsystem sind im Rahmen der pathophysiologischen
Vorgange der Sepsis eng miteinander verknlUpft. NETs scheinen an dieser
Immunhamostase mitzuwirken und ricken daher vermehrt in den Fokus der Pradiktion
einer systemischen Inflammation und kdénnten somit potentielle Biomarker

darste"en31 ,31,32,49,100

Allerdings gehen beide Krankheitsbilder mit einem erhdhten Anstieg der Zytokine, wie
IL-8 und TNF-a, einher, bei denen man vermutet, dass diese, nehmen einer Vielzahl von
anderen Stimuli, eine NETose induzieren konnten®4652%_ Daher ist unklar, ob das
alleinige Vorhandensein von NETs eine zuverlassige Unterscheidung dieser beiden

kritischen Krankheitsbilder erlaubit.

Bisherige Studien konnten zeigen, dass es nach operativen Eingriffen zu einem Anstieg
der NETs kam, ohne jedoch einen Zusammenhang zum SIRS herzustellen3246.7990 |n
wieweit sich die NETs-Anstiege in Bezug auf SIRS und Sepsis differenzieren lassen, ist

ebenso ungeklart.

Es konnte gezeigt werden, dass es durch NETose zur Freisetzung von Nukleinsauren
kommt, aber ob diese auch zur Detektion postoperativer systemischer
Inflammationszustande geeignet sind, ist noch unklar®?'6, Auch die Menge an
freizirkulierenden NETs im zeitlichen Verlauf einer systemischen Inflammationsreaktion

und deren moglichen Assoziation zur Gerinnungsfunktion sind von Interesse.
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Durch die Etablierung von NETs als pradiktiven Biomarker kdnnten die Patienten mit
einem hoheren Risiko fur die Entwicklung eines postoperativen SIRS schneller
demaskiert und adaquat therapiert werden und so die Diskrimination zwischen SIRS und
Sepsis vereinfachen. Auf Grund der methodischen Limitationen (s. Kapitel 5.3.1.)
existiert nur eine geringe Anzahl von Studien, welche die Effekte der NETs in-vivo bei
kardiochirurgischen Patienten mit postoperativen SIRS untersuchten. Ursachlich ist
hierfir u.a. die Komplexitadt der Methoden, sodass fir diese Studie eine neuartige
Methode zur durchflusszytometrischen Quantifizierung der NETS aus Vollblut etabliert

wurde?2:68,

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit ist es daher, eine valide Methode zur
durchflusszytometrischen Quantifizierung von NETs zu etablieren, welche sowohl
untersucherunabhangig ist, als auch die NETs in einer hohen Anzahl quantifizieren lasst,
und so fur die klinische Intensivmedizin zuganglich zu machen, um somit den
potenziellen Nutzen fir die translationale Forschung zu evaluieren. Somit sollte die
Methodik zum einen etabliert und zum anderen die Menge der NETs bei postoperativen

Patienten mit SIRS und deren moglichen Bezug zu Koagulopathien gepruft werden.

Die Durchflusszytometrie basierte auf anti-MPO- und anti-Histon-markierten
neutrophilen Granulozyten, welche als Surrogate fir NETs dienten und im Anschuss
durchflusszytometrisch quantifiziert wurden. Durch Modifizierungen (s. Kapitel 5.1.)
konnte die Methode der Durchflusszytometrie vereinfacht und die Dauer des Protokolls
verklrzt werden. Eine veranderte Gating-Strategie flhrte zu einer praziseren
Differenzierung der gefarbten Zellpopulationen und ermdglichte eine zuverlassigere
NETs-Quantifizierung und stellt so einen vielversprechenden Ansatz dar, da sie nun eine

direkte Analyse der in-vivo gebildeten NETs aus peripheren Blutproben ermdglicht.

Um diese Zielsetzung zu validieren, wurden folgende Haupt- und Subhypothesen

aufgestellt:

Haupthypothese |

Die Menge an frei-zirkulierenden NETs im peripheren Blut steigt im Rahmen einer
systemischen Inflammation nach kardiopulmonalem Bypass im Vergleich zu den

praoperativen Plasmaspiegeln signifikant an.

Haupthypothese Il

Die Menge an frei zirkulierenden NETs im peripheren Blut korreliert mit einem

prokoagulatorischen Gerinnungsstatus.
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Subhypothese I

Die koagulatorischen Veranderungen haben einen klinisch relevanten Einfluss und

wirken sich auf das Outcome des Patienten nach kardiopulmonalem Bypass aus.
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3. Methodik

3.1. Organisatorische Voraussetzungen

Das Universitatsklinikum GielRen und Marburg (UKGM , Standort Giel3en) ist ein
Krankenhaus der Maximalversorgung. An den zwei Standorten Giel3en und Marburg
werden jahrlich rund 436 000 Patienten in 80 Kliniken versorgt: 342 000 ambulant und
94 000 stationar®®.

Die Klinik fur Herz-, Kinderherz- und Gefalichirurgie des Universitatsklinikums Giel3en
fuhrt pro Jahr Gber 2000 herz- und gefalchirurgische Operationen durch und umfasst 16

Intensivplatze®8°,

Die Studie wurde durch das Deutsche Zentrum flr Infektionsforschung (DZIF) (Grant
Nummer ,TI 07.001_Schneck _00“) geférdert und ermdglichte so die Durchfihrung
dieser Studie an der Justus-Liebig-Universitat Gielten. Die Operationen und

darauffolgenden Analysen wurden im Labor fur experimentelle Anasthesie durchgefihrt.

3.2. Studiendesign und -kollektiv

Bei der vorliegenden Studie handelte es sich um eine monozentrische, prospektive,
explorative, nicht-interventionelle Beobachtungsstudie, die zwischen Oktober 2018 und
Méarz 2019 an der Klinik fur Anasthesiologie, operative Intensivmedizin und
Schmerztherapie am UKGM (Standort GielRen) unter der Leitung von Prof. Dr. med.
Michael Sander nach Genehmigung durch die zustandige Ethikkommission (AZ86/18)
und Registrierung im deutschen Studienregister (DRKS00013584) durchgefuhrt wurde.
Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 20 Patienten untersucht, welche einen
kardiochirurgischen Eingriff mit Beteiligung eines CPBs benétigten. Im Rahmen des
geforderten Gesamtprojektes wurden zudem drei weitere Patientenkollektive mit jeweils
20 volljahrigen Patienten nach ausfuhrlicher Aufklarung und  schriftlicher
Einwilligungserklarung untersucht: Patienten im septischen Schock und zu dieser
Gruppe gematchte Kontrollprobanden, sowie Patienten nach groRen abdominellen
Eingriffen. Laut Studienplan wurden Patienten eingeschlossen, die eine koronare
Bypass Operation, unter Verwendung eines CPBs, bendtigten und welche postoperativ
die SIRS Kriterien erflillten3?.
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3.3. Probenrekrutierung

Den Patienten wurde an vier verschiedenen Messzeitpunkten jeweils ca. 30 ml Vollblut
Uber einen liegenden Zugang entnommen, aufgeteilt in drei 7,5 ml EDTA S-Monovetten®
(SARSTEDT, Nimbrecht, Deutschland) fir die Durchflusszytometrie, eine 3 ml Citrat S-
Monovette® (SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland) fiir die Thrombelastographie und
eine 1,6 ml Hiruduin S-Monovette® (SARSTEDT, Nimbrecht, Deutschland) fiir die

Impedanzaggregometrie. Das abzentrifugierte Blutplasma wurde bei — 80°C aufbewahrt.

Die Messzeitpunkte flr die Abnahme der Blutproben wurden laut Studienplan wie folgt
definiert:

to: Einschluss des Patienten im Rahmen der anasthesiologischen Narkoseeinleitung

vor Operationsbeginn
toostor: Postoperativ nach Aufnahme auf die Intensivstation
toan: 24 Stunden nach OP
tzon: 72 Stunden nach OP

Die Datenerhebung erfolgte zu den definierten Zeitpunkten. Erfasst wurden
Basiskriterien, wie Alter und Geschlecht, ebenso wie Vorerkrankungen,
antikoagulatorische Therapie und ASA-Klassifikation. Diverse Laborparameter, wie
Blutbild, Blutgasanalyse (BGA), Gerinnungsparameter, Leber- und
Nierenretentionsparameter, sowie Inflammationsparameter Laktat-Dehydrogenase
(LDH), CRP und PCT wurden dem klinikinternen Routinelabor entnommen und in einem
Case Report Form erfasst.
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3.4. Ein- und Ausschlusskriterien

Laut Studienplan wurden folgenden Ein- und Ausschlusskriterien definiert:

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

- Alter 218 Jahre

- Einwilligung des Patienten oder
des gesetzlichen Vertreters zur
Studienteilnahme

- Erflllen der SIRS-Kriterien

- Elektive Herzchirurgie mit
Anwendung des CPBs

Alter <18 Jahre

Schwangerschaft

Schwere Insuffizienzen oder Stenose
der Herzklappen (I11°)

Floride Autoimmunerkrankungen
Aktive maligne hamatogene
Grunderkrankung

Erkrankungen, welche eine
immunsuppressive Therapie erfordern
Einsatz einer ,Mini-HLM*

Akute Infektion vor Studieneinschluss
Kardiogener Schock
Notfall-Operation

Praoperative ECMO- od. IABP-
Therapie

Tab. 1 Ubersicht iber Ein- und Ausschlusskriterien laut Studienplan SEPNETs. SIRS:
Temperatur =2 38 od. < 36°C, Herzfrequenz 290/min, resp. Insuffizienz mit Atemfrequenz >22/min
oder paCO2 < 32mmHyg, Leukozytose = 12.000/ul oder Leukopenie <4.000/ul)*.

3.5. Zielparameter

Hauptzielparameter

Menge der NETs im peripheren Blut

- préaoperativ (%)
- postoperativ (%)
- 24 Stunden (%)
- 72 Stunden (%)

Globalgerinnung

- PTT (s)

- Quick (%) /INR

- AT-II (%)

- Fibrinogen (g/l)

- Thrombozytenzahl (giga/l)

Rotationsthrombelastographie - CT(s)
(NATEM®, FIBTEM®, EXTEM®, - CFT(s)
INTEM®) - MCF (mm)

- LI60 (%)
Thrombozytenaggregometrie - AUC (Units)

(ASPI®, ADP®, TRAP®)

Tab. 2 Ubersicht der Hauptzielparameter laut Studienplan SEPNETS.
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Nebenzielparameter

Stammdaten - Alter (Jahren)
- Geschlecht (mannlich/weiblich)
- Vorerkrankungen (s. Kapitel 4.1.)
- Therapie mit Antikoagulanzien und/oder
Thrombozytenaggregationshemmern
(prophylaktisch/therapeutisch)
- Katecholaminbedarf (ug/min)
- Krankenhaus-Mortalitat (Patient verstorben: ja/nein)
Operative - Eingriffsdauer (min)
Parameter - CPB-Dauer (min)
- Ischamie-Zeit des Herzens (min)
- Blutverlust (ml)
- Menge an applizierten Blutkomponenten (ml)
Intensivmedizinische - SOFA-Score (0-24 Punkte)
Parameter - Therapie mit niedermolekularen Heparinen (ja/nein)
- Postoperativer Drainagefluss/Blutverlust (ml)
- Delir (ja/nein)
Infektionsstatus - CRP (mg/l)
- PCT (ug/l)
§ - Leukozyten (giga/l)
Tab. 3 Ubersicht der Nebenzielparameter laut Studienplan SEPNETs.

3.6. Datenschutz

Eine Pseudonymisierung des Studienkollektivs wurde durch die Zuordnung von
Studiennummern anstelle des Patientennamens gewahrleistet. Die Messwerte wurden
in einer verschlisselten Studiendatenbank ohne Bezug auf den Patienten gespeichert.
Eine Tabelle zur Reidentifikation wurde vom Studienverantwortlichen archiviert. Die
Datensatze verbleiben ausschlie3lich innerhalb der Klinik, eine Herausgabe an Diritte,

auch zu Auswertungszwecken, erfolgt nicht.

Ein internes Qualitdtsmanagement konnte durch regelmafige Laborbesprechungen, in
welchen der Studienstatus und etwaige Probleme mit den Verantwortlichen besprochen
wurde, gewahrleistet werden. Ebenso fanden regelmafige Berichtserstattungen an das
DZIF statt.

3.7. Narkosefuihrung

Vorbereitung, Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte nach dem Standard
der Klinik fir Anasthesie, operative Intensivmedizin und Schmerztherapie des UKGM
geltenden Standard Operating Procedure (SOP) in der Kardiochirurgie. Die

Verantwortung lag hierbei bei dem zustandigen Anasthesisten. Fur die Einleitung wurde
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gewichtsadaptiert Propofol, Sufentanil und Pancuronium, fir die Aufrechterhaltung der
Narkose Sevofluran und eine Sufentanil-Dauerinfusion appliziert. Zur Antikoagulation
erfolgte eine Gabe von Heparin 400 IE/kgKG vor CPB, welches in einem Verhaltnis von
1:1 mit Protamin antagonisiert®®. Eine erfolgreiche Antagonisierung wurde mittels der
Activated Clotting Time (ACT) kontrolliert. Jegliche Gabe von Blut- und
Gerinnungsprodukten erfolgte nach der fachkundlichen Entscheidung der behandelnden

Arzte, unabhangig von dieser Studie.

3.8. Messmethoden

3.8.1. Durchflusszytometrie (FACS)
Prinzip

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) wird zur Analyse
und Aufbereitung heterogener Zellsuspensionen genutzt, welche sich die Grundlagen
von Streulicht und Fluoreszenzeigenschaften zu Nutze machen. Es ermoglicht somit
eine genaue Charakterisierung einzelner Zellen einer GroRenordnung von 0,2 bis 150

um in einer kurzen Zeit und identifiziert so verschiedene Zellpopulationen°°°,
Die Durchflusszytometrie besteht im Wesentlichen aus drei Hauptkomponenten:

1) Das Flussigkeitssystem

Mithilfe der hydrodynamischen Fokussierung ist es moglich, die gefarbten Zellen einer
Zellsuspension einzeln aufeinandergereiht am Analysepunkt herbeizufiihren (Abb. 3). In
der Durchflusskammer sind die Zellen der Probe eingebettet in einen schnelleren
Hullstrom, meist bestehend aus Phosphate Buffered Saline (PBS). Eine Differenz von
Druck, Geschwindigkeit und Dichte verhindern ein Durchmischen von Zell — und

Hullstrom®®.
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Durchflusskammer

Analysepunkt » Laser

Hillstrom ) Hydrodynamische
e —— .
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( Prabe
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| | 44— Durchflusskammer

!

T Hiillstrom

Probe
Abb. 3 Hydrodynamische Fokussierung am Analysepunkt. Die Zellprobe liegt coaxial umgeben
von einem Hiillstrom (links). Durch die Form der Durchflusskammer werden Turbulenzen
minimiert und gewéhrleistet, dass die Zellen einzeln den Analysepunkt passieren (rechts).
Adaptiert von Leach et al. 2013 %°.

2) Das optische System

Das optische System besteht aus einer Anregungs- und einer Sammeloptik®®.
Koharentes Laserlicht trifft im Analysepunkt auf partikulare Strukturen wie z.B.
Granulozyten, welche im Folgenden als Event bezeichnet werden. Abhangig von der
Grole, Kernkomplexitat und Unregelmafigkeit der inneren und aul3eren Struktur des
Events, entsteht Streulicht in alle Richtungen. Uber die Intensitit des Streulichts kann
man Groe und Granularitat der Events analysieren. Weitere Informationen erhalt man,

indem Partikel vorher mit Fluorochromen markiert wurden?®.

Sobald ein Event in das Laserlicht eintrifft, entsteht Streuung in alle Richtungen des
Raumes. Dabei ist die Intensitat des Forward Scattered Light (FSC) direkt proportional

zur GroRe eines Partikels*®.

Sideward Scattered Light (SSC) ist ein Mal} fur die Granularitat. Je inhomogener ein
Event ist, desto groRer die Intensitat beim SSC. Nimmt man FSC und SSC zusammen,
so lassen sich Aussagen uber die physikalischen Eigenschaften von heterogenen

Zellpopulationen treffen, welche z.B. die Differenzierung von Blutzellen ermdglicht.

Um spezifische biochemische Eigenschaften einer Zelle zu bestimmen, werden
Farbstoffe verwendet, die direkt an die Farbstoffe binden kbnnen oder Fluorochrome,
die an Liganden gebunden sind, wie z.B. monoklonale AK. Diese werden dann mit Licht

der Wellenlange angeregt, die fiir dieses Molekl charakteristisch ist.
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3) Das elektronische System

Das elektronische System besteht aus Photomultipliern, die die einfallenden Lichtsignale
in elektrische Signale umwandeln. Sobald sich ein Event in das Laserlicht bewegt,
wandelt der Detektor die aufgenommene Lichtintensitat in elektrische Spannung um,

welche proportional zu der Anzahl der detektierten Photonen steht (Abb. 4)%.

Die Events koénnen nun eindimensional in Form von Histogrammen oder

zweidimensional in Form von Dot Plots dargestellt werden (Abb. 4)*.
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Abb. 4 Links: Abhédngigkeit der Spannung von Eintritt des Events in das Laserlicht. Event erreicht
den Lichtkegel (oben). Event ist in der Mitte des Lichtkegels und Spannung erreicht Héhepunkt
(mitte). Event hat den Lichtkegel verlassen und Spannung kehrt zum Ursprung zuriick (unten).
Adaptiert von Givan et al. 2001%°. Rechts: Detektierte Events in Form eines Dot Plots.

Durchfiihrung

Die Quantifizierung der NETs wurde mittels Durchflusszytometrie ausgefihrt. Die
Probenaufbereitung geschah im hiesigen Forschungslabor, wahrend die
durchflusszytometrische Untersuchung (BD FACS Canto™ |I, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) und Darstellung (BD FACSDIVA Software, Version
6.1.3, Franklin Lakes, New Jersey, USA) in Kooperation mit dem Institut fir klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin der Justus-Liebig-Universitat GielRen
fertiggestellt wurde. Die Experimente konnten in acht Farb-Optionen mit drei Lasern
durchgefiihrt werden und ermdglichten eine parallele Nutzung der Fluorochrome
Fluorescein Isothiocyanate (FITC), Peridin-Chlorophyll-A-Protein (PerCP) und

Allophycocyanin (APC). Um eine Beeinflussung durch den Untersucher zu vermeiden,
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wurden die Proben verblindet. Aus EDTA-Vollblut wurden drei verschiedene Ansatze in
7,5 ml S-Monovetten® (SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland) angefertigt.

Ansatz FMO ohne MPO:

Um unspezifische Bindungsstellen an Fc-Rezeptoren zu unterbinden, wurden zu 100 pl
EDTA-Vollblut 10 pl Immunglobulin G 10 % (IgG Gamunex, 100 mg/ml, Grifols,
Barcelona, Spanien) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden 5 pl
konjugiertes Alexa Fluor® 647 Anti-H3-Histone (BioLegend, San Diego, USA) zugefiigt
und eine weitere Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
abgewartet. Danach wurden 5 pl Pacific Blue™ Anti-human CD15 (SSEA-1, BioLegend,
San Diego, USA) erganzt und es erfolgte eine erneute Inkubation von 30 min bei

Raumtemperatur im Dunkeln.

Ansatz FMO ohne HIS:

Um unspezifische Bindungsstellen an Fc-Rezeptoren zu unterbinden, wurden zu 100 pl
EDTA-Vollblut 10 pl Immunglobulin G 10 % (IgG Gamunex, 100 mg/ml, Grifols,
Barcelona, Spanien) hinzugegeben. Die Probe wurde im Anschluss 40 min inkubiert und
anschlieBend 10 pl Anti-Myeloperoxidase (MPO, Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich) und 5 ul Pacific Blue™ Anti-human CD15 (SSEA-1, BioLegend, San Diego,
USA) appliziert. Danach musste eine erneute Inkubation von 30 min bei

Raumtemperatur im Dunkeln abgewartet werden.

Ansatz der Tripletts:

Um unspezifische Bindungsstellen an Fc-Rezeptoren zu unterbinden, wurden zu 100 pl
EDTA-Vollblut 10 pl Immunglobulin G 10 % (IgG Gamunex, 100 mg/ml, Grifols,
Barcelona, Spanien) hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min erfolgte die
Applikation von 5 pl konjugiertem Alexa Fluor® 647 Anti-H3-Histone (BioLegend, San
Diego, USA). Nach einer weiteren Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln, wurden weitere 5 ul Pacific Blue™ Anti-human CD15 (SSEA-1, BioLegend,
San Diego, USA) und 10 pl Anti-Myeloperoxidase (MPO, Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich) erganzt und eine erneute Inkubation von 30 min bei

Raumtemperatur im Dunkeln abgewartet.

Fur alle drei Ansatze folgte nach der Inkubationszeit von 30 min die Aufreinigung und
Erythrozytenlyse mit 1 ml BD Pharm-Lyse™ (1:10 verdinnt mit destillietem Wasser, BD
Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten), welche vorher auf Raumtemperatur

gebracht wurde. Nach einer weiteren Inkubationsdauer von 10 min bei Raumtemperatur
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im Dunkeln wurde zum Beenden der Lyse und Abwaschen der Uberschissigen AK 1 ml
PBS/BSA 2 % (PBS: gibco® by life technologies™, Carlsbad, Kalifornien; BSA: Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben. Die Proben wurden nun bei 200 g fur 10
min mit der Heraeus Megafuge 16R Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, Osterode,
Deutschland) zentrifugiert, damit die Events mit gebundenen Farbstoffen auf den Boden
sanken. Der Uberstand wurde dekantiert und die Proben mit je 300 yl PBS/BSA 2 %
aufgeflllt, damit die Events wieder homogen verteilt wurden. Danach wurden die Proben

durchflusszytometrisch gemessen.

Die Qualitét der Proben wurde mithilfe von 5 pl 7-Aminoactinomycin D (7-AAD, BD
Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) Uberprift, welches 5 min vor Messung

appliziert wurde und eine intakte Zellmembran der neutrophilen Granulozyten bestatigte.

Gating-Strategie

Dargestellt wurden die Ergebnisse in Form von zweidimensionalen Dot Plots. Der FSC
wird auf der Abszissenachse dargestellt und zeigt die GroRe der Zellen an. Der SSC
wird auf der Ordinatenachse dargestellt und spiegelt die Granularitat der Zellen wider. In
einem ersten Schritt konnten somit die verschiedenen Zellarten anhand ihrer Gré3e und
Granularitat voneinander abgegrenzt werden. Abb. 5A zeigt exemplarisch eine solche

Darstellung.

Im néchsten Schritt wurde nach CD 15" Oberflachenmerkmalen selektiert, wodurch

ausschlieRlich neutrophile Granulozyten identifiziert werden konnten (Abb. 5B).

Im Rahmen der Fluorescence-minus-one (FMO) Methode wurden neben den
eigentlichen Tripletts der Patientenprobe mit allen drei AK, zuséatzlich noch ein FMO
ohne anti-MPO-AK und ein FMO ohne anti-Histon-AK vorbereitet, um somit spater die
Zellen als NETs zu identifizieren, welche sowohl MPO, als auch H3-Histon positiv waren
(Abb. 5C-E).

Die ermittelten NETs wurden prozentual von allen im FACS erfassten neutrophilen
Granulozyten angegeben. Ergebnisse unter 0,5 % und groRere Zellaggregate wurden

nicht in die Wertung miteinbezogen.

29



Methodik

SSC
L

P

1000y
)fﬁ
>

Leukozyten

o
a -
a @
1=
2
)
T
m
-
=
c
<
g e
g - i v
MPO (FITC)
E
g
=5 NETs
c
]
2
=
m
I
o
c
<
Ll P LA R ALY

v
=
(-]
2
&=
[
]
e
in
-
o
T
Z ]
[
<
ks
T T T T T
® 100 o 0 B
FSC e 1,900
o
[-9 o
e
=
2
1]
o
m
T o
o
s
a
Ricfooos e o olein e enns 0 s o
" w0 Wt w o
MPO (FITC)
F
Population #Events % Anteil % Total
O Aue Events 50,000 #1000
B Leukozyten 44897 89.8) 898
Mo+ 44,159 g4 883
[ Dubletten FSC 42,811 969| 8586
B Oubletten SSC 41,966 980 839
Bat-1 10,712 255 214
| &8 907 2.2 1.8
BJa3-1 29,048 69.2| 581
BJas-1 1,299 31 26
Ka 9,046 205 181
B et 432 1.0 0.9
a3 34,565 783 691
B a4 116 0.3 0.2

Abb. 5 Gating-Strategie mittels Fluorescence-minus-one (FMO) Methode. Als erstes werden die
Leukozyten eingegrenzt (A) und in einem weiteren Schritt die neutrophilen Granulozyten als CD
15 *-Zellen identifiziert (B). (C) zeigt die Probe ohne MPO-AK und (D) die Probe ohne anti-H3-
Histon. Zellen, die sowohl MPO, als auch Anti-H3-Histon positiv sind, werden als Surrogate fiir
NETs gewertet (E). In dieser Probe sind 2,2 % der neutrophilen Granulozyten als NETs zu werten
(F). Abk. APC: Allophycocyanin; CD: Cluster of Differentiation; FITC: Fluorescein isothiocyanate;
FSC: Forward Scatter; MPO: Myeloperoxidase; NETs: Neutrophil Extracellular Traps; SSC: Side

Scatter.
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3.8.2. Erythrozyten-Lyse

Qualitativ _hochwertigere FACS Ergebnisse werden durch die Verwendung einer
Erythrozyten-Lyse gewonnen. Um sicherzustellen, dass die verwendete BD Pharm-
Lyse™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) keinen negativen Einfluss
auf die getesteten neutrophilen Granulozyten hat, wurden vor der Erhebung der
Patienten, Proben mit 7-AAD getestet. 7-AAD ist ein fluoreszierender DNA-Interkalator
und bindet selektiv zwischen der Base Cytosin und Guanin und verandert seine
Fluoreszenzeigenschaft. Es wird ausschlieRlich die DNA von nicht-viablen Zellen
gefarbt, da 7-AAD nur in Zellen ohne intakte Zellmembran eindringen kann. 7-AAD

bezeichnet man daher auch als Avitalfarbstoffe.

3.8.3. Fluoreszenzmikroskopie

Im Januar 2019 erfolgte in Kooperation mit dem Labor der Klinik fir Pneumologie (SFB
Molecular Mechanisms of Emphysema, Hypoxia and Lung Aging) der Justus-Liebig-

Universitat GieRen die Durchfuhrung der Fluoreszenzmikroskopie.
Prinzip

Spontane Emission, die beim Ubergang eines elektronisch angeregten Systems zuriick
in einen Zustand niedrigerer Energie entsteht, bezeichnet man als Fluoreszenz. Trifft
Licht einer bestimmten Anregungswellenlange auf ein Molekul, so werden die Photonen
absorbiert und die Elektronen auf ein energetisch hoheres Niveau gehoben. Gelangen
sie von dort wieder auf ihr Ursprungsniveau zurlick, wird die frei werdende Energie in

Form von Warme und Photonen, sprich Fluoreszenzlicht, abgegeben.

Bei der normalen Fluoreszenzmikroskopie entsteht viel Streulicht, wodurch die
Auflésung verschlechtert wird. Abb. 6 zeigt das Wirkprinzip der Konfokalmikroskopie,
welche die Verwendung einer weiteren Blende (Pinhole) direkt vor dem Detektor nutzt,
wodurch nur das Licht aus der Fokusebene den Detektor erreicht. Das Licht, welches
ober- und unterhalb der Fokusebene entsteht, wird ausgeblendet. Somit resultiert
deutlich weniger Streulicht und das Praparat kann streifenweise von einem Lichtpunkt

durchmustert werden'®.
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Abb. 6 Wirkprinzip eines Detektionspinholes. (A) Licht aus dem Fokus (dunkelroter Punkt) wird
vom Objektiv als Punkt in das Zwischenbild (ZwiBi) abgebildet. Licht von oberhalb der
Fokusebene (rosa Punkt) ist als stark defokussierter Kreis zu sehen, da das Bild oberhalb der
Zwischenebenen entsteht. Die scharfe Abbildung wére durch den unscharfen Hintergrund
verschleiert. (B) Durch ein Pinhole (PiH) in der Zwischeneben, gelangt nur das Licht aus dem
Fokus auf den Detektor, Licht aus extrafokalen Ebenen wird blockiert. Adaptiert von Borlinghaus
etal. 2016

Durchfiihrung

Um zu bestatigen, dass es sich bei den MPO- und anti-H3-Histon-AK auch tatsachlich
um NETs handelte, nutzten wir fiur die qualitative Messung die konfokale
Fluoreszenzmikroskopie (Leica TCS SP5, Wetzlar, Deutschland). Diese Untersuchung
wurde mit gesundem Spenderblut durchgefihrt. Eine Quantifizierung der NETs wurde

im Rahmen der Mikroskopie nicht durchgeflhrt.

Fur die Stimulierung der NETs Bildung wurden 100 ul Blut eines gesunden Spenders mit
10 pl PMA, Sigma, St. Louis, Vereinigte Staaten) flr insgesamt 240 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte eine 10-minutige Erythrozytenlyse mit 1 ml
Pharmlyse™ (1:10 Dilution, BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten). Diese
wurde mit 1 ml PBS (gibco® by life technologies™, Carlsbad, Kalifornien) gestoppt und
die Probe danach fur 10 min bei 200 g und 20°C mit der Heraeus Megafuge 16R
Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, Osterode, Deutschland) zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Nun folgte eine Zentrifugation fiir 3 min im Cytospin® (Cellspin 1,
Tharmac, Wiesbaden, Deutschland), um die Zellen auf einem Deckglas zu fixieren.
Gefarbt wurde die Probe mit 5 ul Alexa Fluor® 647 anti-H3-Histon (Biolegend, San Diego,
Vereinigte Staaten), 5 ul Pacific Blue™ Anti-Human CD15 (SSEA-1) (Biolegend, San
Diego, Vereinigte Staaten) und 10 pl Anti-MPO (Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Kdnigreich).
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Nach einer Inkubationszeit von 30 min in Dunkelheit wurden die Proben vorsichtig mit
PBS (gibco® by life technologies™, Carlsbad, Kalifornien) gewaschen und anschlieftend

mit einem optischen Ol benetzt. Nachfolgend konnte die Probe analysiert werden.

3.8.4. ELISA
Prinzip

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein antikdrperbasiertes
Nachweisverfahren, das zur Gruppe der quantitativen Immunassay-Verfahren gehort
und sich die enzymatische Farbreaktion zunutze macht, anhand derer die
Antigenkonzentration bestimmt werden kann. Hierbei kann entweder der AK oder das
Antigen an einer festen Phase immobilisiert sein. Als Enzym wird in der Regel die
Meerrettich-Peroxidase genutzt, welche das fluorimetrisch nachweisbare Substrat 3-(p-
Hydroxyphenyl) -proprionsaure (HPPA) oder das colorimetrisch detektierbare 3,3", 5,5
Tetramethylbenzidin (TMB) umsetzt. Die klassischen Schritte eines ELISA sind

folgende:

1) Bindung

Als erstes muss der AK bzw. das Antigen an die feste Phase binden. Hierbei hat sich als
feste Phase die Mikrotiterplatte im 96-Well-Format etabliert. Diese Mikrotiterplatten,
bestehend aus Polystyrol, sind aufgrund ihrer hohen Bindungskapazitat fur Proteine
besonders gut geeignet und weitestgehend pH-unabhangig, da sie hauptsachlich auf

hydrophoben Wechselwirkungen beruhen.

2) Blockung

Durch das Abblocken freier Proteinbindungsstellen werden unspezifisch adsorbierte
enzymmarkierte AK bzw. Antigene reduziert und die Hintergrundaktivitat somit minimiert.
Genutzt wird hierfir meist 10 mM PBS mit 0,5-5 % BSA.

3) Waschung

Das Waschen muss zwischen jedem einzelnen Inkubationsschritt erfolgen. Als
Universalpuffer hat sich hierbei PBS/0,05 % Tween 20 bewahrt®.
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Durchfiihrung

Die hierfur verwendeten EDTA-Blutproben wurden zunachst 10 min bei 200 g mittels
Heraeus Megafuge 16R Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, Osterode, Deutschland)
und anschliefiend nochmal 10 min bei 4°C und 6082 g in der Mikro 200R Typ 2405
(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) zentrifugiert.

Die Messungen beinhalteten HMGB1 (Humanes HMGB1 ELISA Kit, Aviva Systems
Biology, San Diego, USA), MPO (Humanes MPO Instant ELISA, eBioscience, Frankfurt
a.M., Germany) und IL8 (IL-8, Human IL-8/CXCL8 Quantikine HS ELISA, R&D Systems,
Minneapolis, USA) und wurden gemaf} Herstellerangaben durchgefihrt.

3.8.5. Gerinnungsanalysen

Zu den Point of Care (POC)-Verfahren, welche genutzt wurden, zahlten die
Thrombelastographie (ROTEM® delta, Matel Medizintechnik, Hausmannstaetten,
Osterreich) und die Thrombozyten-Impedanzaggregometrie (Multiplate®, Roche
Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz). Alle weiteren Gerinnungsparameter wurden dem

klinikinternen Routinelabor entnommen.

3.8.5.1. Rotationsthrombelastometrie

System und Zubehor

Das ROTEM® delta Hamostaseanalysesystem (delta, Matel Medizintechnik,
Hausmannstaetten, Osterreich) besteht aus einem Messgerat mit vier Kanalen mit
integriertem Computersystem. Eine automatische Pipette, welche mit der Messeinheit
verbunden ist, sorgte fur standardisierte Volumina und beugte Behandlungsfehlern vor.
Wahrend der Messung wurden die Daten automatisch ausgewertet und in Form von
Messwerten und Diagrammen aufgezeichnet. Ein Warmeblock sorgte fur eine konstante

Temperatur von 37°C fir die gesamte Dauer der Messung??.
Prinzip

Messung der viskoelastischen Veranderungen der Gerinnselbildung erfolgte nach
Hinzugabe von ionisiertem Calcium, um die Gerinnung des Citratblutes zu reaktivieren
und weiterer Aktivatoren (Tab. 4). Der Messstab rotiert in der feststehenden Kiivette und

durch das sich bildende Gerinnsel erhoht sich die Viskositat des Blutes. Dadurch nimmt
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der Widerstand zu, welcher durch einen optischen Detektor gemessen wird. Diese

Widerstanderh6hung wird graphisch dargestellt und gleichzeitig auch numerisch erfasst.

Die Zugabe von verschiedenen Aktivatoren, lassen Ruckschlisse auf spezifische

Gerinnungsprobleme zu?. Das Messprinzip ist in Abb. 7 exemplarisch dargestellt.

Dreh-Achse

C2

Spiegeldetektor

e

Sensorstempel

Kiivette Kugellager Detektor

Citratblutprobe

mit Gerinnungs-
aktivator

Warmeblock

LED Lichtquelle

™~

Datenverarbeitung

Abb. 7 Schematische Abbildung der ROTEM® Detektionsmethode. Adaptiert von ROTEM®

Leitfaden?®.
Test Aktivator/Inhibitor Mogliche Verwendung
NATEM® Rekalzifizierung (Ca?*) Analyse der Aktivierung
oder Inhibierung des
Gerinnungsgleichgewichts
EXTEM® Gewebsthromboplastin Ermittlung von
(Tissue Factor) Gerinnselbildung,
Fibrinpolymerisation und
Fibrinolyse Uber den
extrinsischen Weg
INTEM® Kontaktphase (wie aPTT Ermittlung von
und ACT) Gerinnselbildung,
Fibrinpolymerisation und
Fibrinolyse Uber den
intrinsischen Weg
FIBTEM® Gewebsthromboplastin +  Durch die Zugabe von

Thrombozytenhemmung

Cytochalasin D werden
Thrombozyten blockiert,
wodurch eine qualitative
Erfassung von Fibrinogen
und

dessen Einfluss auf das
Gerinnsel moglich ist

Tab. 4 ROTEM® Reagenzien. Entnommen aus ROTEM® Leitfaden 23 und Anésthesie Journal

20097,
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Abb. 8 zeigt eine typische graphische Darstellung einer Thrombelastographie und
veranschaulicht die verschiedenen Parameter, die sich mithilfe einer
Thrombelastographie erfassen lassen: Neben der Gerinnungszeit (CT in s), werden
ebenso die Gerinnselbildungszeit (CFT in s), die maximale Gerinnselfestigkeit (MCF in

mm) und die maximale Lyse (ML in mm) angezeigt.

CcT Gerinnungszeit
CFT  Gerinnselbildungszeit
100 MCF  Maximale Gerinnselfestigkeit

ML Maximale Lyse
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Abb. 8 Typische graphische Darstellung einer Thrombelastographie. Entnommen aus ROTEM®
Analyse?®.

Durchfiihrung

Der Messansatz erfolgte mit 2,7 ml Citratblut. Mit Hilfe der elektronischen Pipette erfolgte
nun das Pipettieren von Blut und Reagenzien in die Kivetten nach vorgegebener
Reihenfolge. Danach wurde der Kuvettenhalter zigig am dafur vorgesehenen

Messkanal befestigt und die Messung begann.

Testparameter

Cloting Time (s): Latenzzeit vom Zeitpunkt der Zugabe des Aktivators bis zum Eintritt der
Gerinnselbildung, entspricht dem Quick Wert (EXTEM) bzw. der aPTT (INTEM).
Verlangerung der CT kann durch Gerinnungsstérungen, hauptsachlich durch Mangel an

Gerinnungsfaktoren oder Heparin verursacht werden.

MCFE (mm): Die Gerinnselfestigkeit wird durch die ,maximum clot firmness“ (MCF,
ROTEM) erfasst.
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CFT (s): ,Clot formation time* (CFT, ROTEM) oder ,k-Wert“ wird die Zeit vom Eintritt der
Gerinnselbildung bis zum Erreichen einer Amplitude von 20 mm definiert. Dieser Wert

liefert einen Hinweis auf die Geschwindigkeit der Gerinnselbildung.

Lysisindex (%): Der Lyse-Index (LI) gibt die Abnahme 60 min nach Gerinnselbildung an

und stellt das Ausmal} der Fibrinolyse dar. Betragt er <85 %, liegt eine Hyperfibrinolyse

vor?s,

3.8.5.2. Impedanzaggregometrie

Das Multiplate®-System ist ein Messgerat, welches mit Hilfe der Impedanzaggregometrie
eine quantitative Thrombozytenfunktionsanalyse im Vollblut ermdglicht. Hierfur bietet
das System mehrere daflir vorgesehene Messkandle, mehrere Tests und zwei
voneinander unabhangige Sensoreinheiten pro Messzelle. Es dient zum einen zur
Diagnostik von angeborenen Thrombozytenfunktionsstérungen, wird aber vor allem zur
Messung des Einflusses von therapeutisch genutzten Plattcheninhibitoren und -

aktivatoren genutzt®’ 8,
Aufbau der Geratschaft und der Messzelle

Der Multiplate® Analyzer ist ein System, welches aus einem Computer mit Windows XP-
Betriebssystem und finf Messkanalen besteht. Die Messzellen wurden in die dafur
vorgesehenen Aussparungen gesteckt. Ein integrierter Warmeblock sorgte flr eine
konstante Betriebstemperatur von 37°C. Ein Kabel verband jeweils eine Messzelle mit
dem Gerat. Die Durchflhrung erfolgte Uber Maus, Tastatur und elektronische Pipette.
Die Messverlaufe und Messergebnisse wurden zeitgleich auf dem Monitor Gbertragen

und konnten nach Beendigung der Messung ausgedruckt werden®’8,

Prinzip und Durchfiihrung

Fur die Messung wurden 300 pl 0,9 % NaCl und 300 pl Hirudinblut mit einer
computergesteuerten Pipette in die Messzelle pipettiert. In dieser Messzelle befanden
sich zwei unabhangige Sensorpaare, aus hochleitfahigen Kupferdrahten, die zusatzlich
eine Silberbeschichtung aufwiesen, welche dem Oxidationsschutz dienten. Ein
magnetisierter, teflonbeschichteter Rihrstab in der Messzelle durchmischte den

Inhalt®7:88.
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Nach einer Inkubationszeit von 3 min wurden die jeweiligen Aktivatoren (Tab. 5)
hinzugegeben und es kam zur Adhasion der nun aktivierten Thrombozyten an den
Sensordrahten und Aggregatbildung (Abb. 9), die folglich zu einer Widerstanderhéhung
zwischen den Sensordrahten fihrten. Diese  Widerstanderhhung  (bzw.
Impedanzanderung) wurde aufgezeichnet und graphisch gegen die Zeit aufgetragen und
bildete somit die Area Under the Curve (AUC) (Abb. 9). Diese wird beeinflusst durch das
Aggregationsmaximum und die Aggregationsgeschwindigkeit und wird angegeben in
AU*min'®.  Waren Bindungsstellen auf den Thrombozyten z.B. durch die
pharmakologische Antikoagulation blockiert, konnten diese nicht durch die

hinzugegebenen Aktivatoren aktiviert werden und eine Impedanzanderung blieb aus.

Um eine frihzeitige Koagulation zu verhindern, wurde das Blut in die dafur
vorhergesehenen Hiruduin S-Monovette® 1,6 ml (SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland)
abgenommen, wodurch eine Antikoagulation ohne Beeintrachtigung der
Calciumkonzentration ermdglicht wurde. Citrat wirde Calcium binden und zu einem

reduzierten Calciumspiegel flihren, welches eine potentielle Fehlerquelle darstellen

wiirde®”:88,
5%_—'_I
. 4
120 1 \llf-i
c i ‘ (
% 90 : . | * {le
[+T]
[
& 60 3 B
- o ‘
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Abb. 9 Links: Typische Multiplate® Darstellung. (1) und (2) Resultat der beiden unabhéngigen
Elektrodenpaare, dient der internen Qualitdtskontrolle. AUC= Area under the Curve) entspricht
dem Maf der Thrombozyteninhibition. Rechts: Multiplate® Messprinzip. (1) Kiivette mit Blutprobe,
(2) Thrombozytenaktivator wird mittels Pipette hinzugefiigt, (3) Widerstanderhbhung durch
aktivierte Thrombozyten an Elektroden, (4) Messung des Widerstandes, (5) Datenverarbeitung.
Adaptiert von Anésthesie Journal’®,
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Reagenz

Beschreibung

Sensitiv fir

ADPtest®
(Adenosindiphosphat)

ASPltest®
(Arachidonsaure)

Stimulation der (ADP)-Rezeptoren
der Thrombozyten, v.a. P2Y 12,
welcher durch Clopidogrel,
Prasugrel und Tiklopidin blockiert
wird.

Cyklooxygenase katalysiert die
Umwandlung von Arachidonsaure
zu Thromboxan A2 und wirkt somit
als sehr wirkungsvoller
Thrombozytenaktivator

Hemmung des
P2Y12 -Rezeptors.
Hemmung/Fehlen
des GPIIb/llla-
Rezeptors
COX-Inhibitoren,
z.B. Aspirin und
NSARs.

Hemmung/Fehlen
des GPlIb/llla-
Rezeptors

TRAPtest®
(Thrombinrezeptor
Activator Protein 6)

TRAP-6 bindet direkt am
Thrombin-Rezeptor und fuhrt zur
Thrombozytenaktivierung

Wirkung von
GPIlIb/llla-
Antagonisten bei
Aspirin und
Clopidogrel
Therapie

Tab. 5 Verwendete Reagenzien und deren Sensitivitdt. Entnommen aus Roche Diagnostics®.

3.9. Statistik

Die Datenerfassung und -analysen, sowie studienbezogene Dokumentation erfolgten
und R (Version 3.4.2) in

Zusammenarbeit mit der Sektion flir medizinische Informatik in der Klinik fur

mittels Microsoft-Excel® (Microsoft, Version 2010)

Anasthesiologie, operative Intensivmedizin und Schmerztherapie am UKGM (Standort
Gielden).

Klinische Patientendaten wurden dem elektronischen Patientendaten-
Managementsystem (PDMS), Meona (Version: 85.559 a4) entnommen. Des Weiteren
wurden Narkoseprotokolle und OP-Berichte herangezogen, um intraoperative
Parameter wie Operations- und Anasthesiezeiten, CPB-Dauer, Patiententemperatur und
auch die verabreichten Blutprodukte und gerinnungsbeeinflussende Medikamente zu
erfassen (NarkoData, Version: 4.12.2.8370).
Intensivstation herangezogen (ICUData®, Version: 3.5.0.8015, IMESO GmbH, GieRen,

Deutschland).

Postoperativ wurde die Akte der

Die Verteilung der Stichproben wurde mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests uberpruft.
Normalverteilte Angaben wurden mit Mittelwert und Standardabweichung beschrieben.

Far nicht-normalverteilte Angaben wurden Median und Konfidenzintervalle genutzt.
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Fur die statistische Auswertung der Unterschiede der frei zirkulierenden NETs-Anzahl
zwischen den verschiedenen Studienkollektiven wurde der Kruskal-Wallis-Test genutzt,
ebenso wie der Wilcoxon-Test flr Unterschiede innerhalb des einzelnen
Studienkollektivs.

Die Veranderung der frei zirkulierenden NETs im zeitlichen Verlauf wurde mithilfe des
Friedman Tests analysiert, die Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten

innerhalb eines Studienkollektivs mithilfe des Wilcoxon-Tests.

Die Korrelation der NETs mit den erwarteten Parametern wurde durch den

Korrelationskoeffizienten nach Pearson ausgedruckt.

40



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Basischarakteristika

Die allgemeinen Charakteristika (Tab. 6), Vorerkrankungen (Tab. 7) sowie

Antikoagulation (Tab. 8) der inkludierten Patienten werden im Folgenden dargestellt:

Allgemeine Charakteristika

Alter (Jahren) 70 (62-79)
Geschlecht (% mannlich) 75

BMI (kg x m?) 30 (27,6-36,5)
ASA (1)

SOFA zu Beginn n.a.

SOFA 24 Stunden 3 (1-3,8)
SOFA 72 Stunden 3,5(1-4,8)

Bypassdauer (min)

93 (74,8-111)

OP-Dauer (min)
Krankenhaus-Mortalitat (%)

201 (104-376)
0 (0%)

Tab. 6 Allgemeine Charakteristika des Studienkollektivs. Abk.: ASA: American Society of
Anesthesiology; BMI: Body Mass Index; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment.

Vorerkrankungen
Diabetes mellitus (%) 12 (60%)
Chronische Niereninsuffizienz (%) 5 (25%)
Arteriosklerose (%) 20 (100%)
Maligne Krebserkrankung (%) 0 (0%)
Aktuell positive Raucheranamnese (%) 5 (25%)

Aortenklappenstenose (%)

20 (100%)

KHK (%) 20 (100%)
PAVK (%) 7 (35%)
cAVK (%) 6 (30%)
VHF (%) 1(5%)
Rheumatoide Erkrankungen (%) 0 (0%)
Thrombose (%) 0 (0%)
Lungenembolie (%) 0 (0%)

Tab. 7 Prozentuale Verteilung der Vorerkrankungen des Studienkollektivs. Abk.: CAVK: cerebrale
arterielle Verschlusskrankheit; KHK: Koronare Herzkrankheit; pAVK: periphere arterielle
Verschlusskrankheit; VHF: Vorhofflimmern.
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Antikoagulatorische Therapie

Prophylaktische Heparinisierung praoperariv (%)

20 (100 %)

Prophylaktische Heparinisierung postoperativ (%) 0 (0%)
Prophylaktische Heparinisierung 24 Stunden (%) 18 (90%)
Prophylaktische Heparinisierung 72 Stunden (%) 16 (80%)
Therapeutische Heparinisierung praoperativ (%) 0 (0%)
Therapeutische Heparinisierung postoperativ (%) 0 (0%)
Therapeutische Heparinisierung 24 Stunden (%) 2 (10%)
Therapeutische Heparinisierung 72 Stunden (%) 3 (15%)

Tab. 8 Antikoagulatorische Therapie des Studienkollektivs.

4.2. Etablierung der Durchflusszytometrie zur Quantifizierung

von NETs

In Anlehnung an das Protokoll von Lee et al.®° haben wir ein verandertes Protokoll zur
durchflusszytometrischen Quantifizierung der NETs etablieren kdnnen. Eine Validierung

dieser Methode erfolgte mittels ELISA aus Plasma und via Fluoreszenzmikroskopie aus

Vollblut.

4.2.1. PMA Stimulation und 7 — AAD

Eine PMA Stimulation von neutrophilen Granulozyten aus gesundem Spenderblut zu
Beginn der Studie zeigte in der quantitativen Bestimmung mittels Durchflusszytometrie

sowohl einen Anstieg der MPO-positiven Zellen, als auch der anti-H3-Histon-positiven

Zellen (Abb. 10 A).
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Abb. 10 PMA Stimulation der neutrophilen Granulozyten (A) und Farbung der neutrophilen
Granulozyten mit 7-AAD (B). Es zeigen sich keine relevanten Mengen an 7-AAD-positiven
Granulozyten.

Abb. 10 B zeigt, dass die verwendete BD Pharm-Lyse™ (BD Biosciences, Franklin
Lakes, Vereinigte Staaten) zu keinem relevanten Anstieg des Anteils an 7-AAD-positiven
Events fihrt und es sich somit um intakte, vitale Zellen handelt.

4.2.2. Fluoreszenzmikroskopie

Neben der quantitativen Bestimmung mittels Durchflusszytometrie erfolgte auch eine
qualitative Kontrolle mittels Fluoreszenzmikroskopie. Hiermit konnten intakte neutrophile
Granulozyten eines gesunden Spenders identifiziert werden. Auf deren Zelloberflache

wurden sowohl CD 15%, H3-Histon und Myeloperoxidase exprimiert.

Abb. 11 zeigt nicht stimulierte neutrophile Granulozyten von gesunden Spendern in den
Farbungen mit Antihuman CD 15*-AK (blau), Anti-H3-Histon-AK (rot) und
Myeloperoxidase-AK (griin). Die in der Studie untersuchten Zellen messen ca. 15 ym,
welches mit der Grolie eines gesunden neutrophilen Granulozyten Gbereinstimmt. Die
Stadien der beginnenden NETose und der typische NETs-Schweif werden ebenfalls in

Abb. 11 veranschaulicht.
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Anti-CD15* Anti-H3-Histon MPO

Intakte Zellen

Beginnende
METose

METs-Schweif

PMA
Anti-CD15*+ Anti-H3-Histon + MPO

Abb. 11 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung intakter neutrophiler Granulozyten (A-C), PMA
stimulierte neutrophile Granulozyten mit beginnender NETose (D-F) und typischem NETs-
Schweif (G-1). Angeférbt mit Antihuman-CD 15*AK (blau), Anti-H3-Histon AK (rot) und Anti-MPO
AK (griin). Zudem ein Overlay der drei Farbungen am Beispiel von zwei neutrophilen
Granulozyten. Beide neutrophile Granulozyten exprimieren zum Zeitpunkt der Aufnahme NETSs.
Der Referenzbalken entspricht 50 um.
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4.3. Zeitlicher Verlauf der Plasmakonzentration von NETs

Im Rahmen der Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten nach kardiopulmonalem
Bypass einen statistisch signifikanten Anstieg der frei zirkulierenden NETs im Verlauf
Uber 72 Stunden aufweisen (die folgenden Parameter sind als Median und
Interquartilsabstand [IQA] angegeben: 2,7 [2,1-3,7] %, Tab. 9). Der Hochstwert der frei
zirkulierenden NETs wurde direkt postoperativ gemessen und fiel dann signifikant Gber
24 und 72 Stunden weiter ab (praOP: 2 [1,7-2,6] %; postOP: 3,5 [2,7—4,6] %; 24h: 2,7
[2,1-3,5] %; 72h: 2,8 [2,1-3,8] %; praOP vs. postOP: p < 0,001; postOP vs. 24h:
p = 0,0014; postOP vs. 72h: p = 0,01, Tab. 9, Abb. 12).

500 -
g
‘5 — dedek
S 200 — 2K .
o
S 100 - i * .
5 ) .
E L L
g 50 . -~ —— i
' _,s_" ?
P20 ed ® I —r—
£ o, ! —— ’
@ 10 ¢ e :
< —— ¢
05 -
[ I | I
PraOP PostOP 24 h 72 h

Abb. 12 Prozentualer Anteil der NETs gemessen an der Gesamtmenge der neutrophilen
Granulozyten zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten. Abk.: NETs: Neutrophil Extracellular
Traps, praOP: prdoperativ, postOP: postoperativ, 24h: 24 Stunden nach OP, 72h: 72 Stunden
nach OP.
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4.4. Korrelation zwischen NETs und

Inflammationsparametern

Bei Patienten, die sich einem kardiochirurgischen Eingriff unter Einsatz eines CPBs
unterzogen, konnte unmittelbar postoperativ ein signifikanter Anstieg der Plasmaspiegel
von |L-8 festgestellt werden (praOP vs. postOP: p = 0,008) (Abb. 13,Tab. 9). Bei den
Plasmaspiegeln von MPO und HMGB1 konnten keine signifikanten Veranderungen
beobachtet werden (Abb. 13, Tab. 9).

Ebenso wenig konnte eine Korrelation von MPO und IL-8 mit der Menge an frei
zirkulierenden NETs festgestellt.

Die Inflammationsparameter CRP, PCT und Leukozyten stiegen bis zu 72 Stunden
postoperativ an, zeigten allerdings keine Korrelation mit der Menge an frei zirkulierenden
NETs (Tab. 9).
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Abb. 13 Plasmaspiegel von IL-8, MPO und HMBG1 zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten. Die
Ergebnisse sind dargestellt in Boxplot-Diagrammen. Abk. prdOP: préoperativ, postOP:
postoperativ, 24h: 24 Stunden nach OP, 72h: 72 Stunden nach OP, IL-8: Interleukin-8, MPO:
Myeloperoxidase, HMBG1: High-Mobility Group Box 1.
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Inflammationsparameter

Leukozyten (Zellen/pl)

PraOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden

8.100 (6.600 — 9.400)

11.000 (7.900 — 15.000)
10.700 (8.200 — 12.200)
10.600 (8.200 — 11.800)

CRP (mg/l)

PraOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden

3,8 (1,9-10,6)
4,3 (2,6-9,2)

75,1 (67,2 — 109,8)
202,4 (156,3 — 241,2)

PCT (ng/ml)

PraOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden

0,2 (0,1-0,2)
n.a.

n.a.

1,6 (1,6)

NETs (%)

HMGB1 (pg/ml)

PraOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden
PraOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden

2 (1,7 —2,6)

3,5 (2,7 — 4,6)

2,7 (2,1 -3,5)

2,8 (2,1-3,8)

25.241,3 (20.953,1 — 46.031,4)
23.982,5 (17.353,2 — 49.133,1)
30.440,2 (22.238,5 — 41.098,5)
26.584,3 (20.870,2 — 38.988,1)

MPO (ng/ml)

PraOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden

392.102,8 (199.581 — 571.528,04)
438.502,8 (341.657,5 — 638.995,4)
595.820,4 (275.593,4 — 892.010,7)
529.317,3 (306.869,6 — 885.046)

Interleukin 8 (pg/ml)

Tab. 9 Ubersicht der Inflammationsparameter zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten. Abk.
PraOP: prédoperativ, PostOP: postoperativ, CRP: c-reaktives Protein, PCT: Procalcitonin, NETSs:
Neutrophil Extracellular Traps, MPO: Myeloperoxidase, HMBG1: High-Mobility Group Box 1.

4.5. Korrelation zwischen NETs und Koagulationsparametern

4.5.1.

In Bezug auf eine mogliche Assoziation zwischen frei zirkulierenden NETs und globalen
Gerinnungsparametern, wie PTT, INR und Fibrinogen konnte keine signifikante

PraoOP
PostOP

24 Stunden
72 Stunden

Korrelation dargelegt werden (Tab. 10).

39,2 (26,1 — 49)
85,3 (57,7 — 127,9)
67,1 (40,7 — 99)
55,2 (42,9 — 72,2)

Korrelation zwischen NETs und globalen Gerinnungsparametern
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Globale Gerinnungsparameter

Korrelationskoeffizient p-Wert
PTT (Sek.) 0,03 0,79
INR (Ratio) 0,18 0,1
Thrombozyten (Zellen/pl) -0,032 0,78
Fibrinogen (g/l) -0,26 0,07

Tab. 10 Ubersicht der globalen Gerinnungsparameter und deren Korrelationskoeffizienten. Abk.
PTT: partielle Thromboplastinzeit, INR: Intemational Normalized Ratio.

4.5.2. Korrelation zwischen NETs und thrombelastographischen

Parametern

Postoperativ konnte eine negative Korrelation zwischen FIBTEM MCF und NETs
dargestellt werden (CPB: r = -0,28, p < 0,01, Abb. 14, Tab. 11). Zusatzlich zeigte sich
eine signifikante Korrelation zwischen NETs und einer prolongierten INTEM CT und
CFT, genauso wie EXTEM CFT (INTEM CT: r= 0,24; p = 0,04; INTEM CFT: r = 0,26;
p =0,02; EXTEM CFT: r=0,31; p< 0,01, Tab. 11).

Eine signifikante Assoziation zwischen NETs und einer reduzierten LI60 konnte
ebenfalls dargestellt werden, jedoch waren die Veranderungen von geringem absolutem
Ausmald (NATEM LI60 CABG: r = -0,32, p < 0,001; EXTEM LI60 CABG: r = -0,25,
p =0,03, Tab. 11).
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Thrombelastographie

Korrelationskoeffizient p-Wert
EXTEM CFT (s) 0,31 <0,01
FIBTEM CFT (s) 0,00 1,00
INTEM CFT (s) 0,26 0,02
NATEM CFT (s) -0,09 0,44
EXTEM CT (s) 0,01 0,91
FIBTEM CT (s) -0,02 0,85
INTEM CT (s) 0,24 0,04
NATEM CT (s) -0,10 0,38
EXTEM LI160 (%) -0,25 0,03
FIBTEM LI60 (%) -0,04 0,70
INTEM LI60 (%) -0,21 0,06
NATEM LI60 (%) -0,32 <0,001
EXTEM MCF (mm) -0,38 <0,001
FIBTEM MCF (mm) -0,28 <0,01
INTEM MCF (mm) -0,41 <0,001
NATEM MCF (mm) -0,23 0,04

Tab. 11 Ubersicht ~ Gber  die thrombelastographische'n Parameter, deren
Korrelationskoeffizienten.und Signifikanzwerte. Abk.: CFT: Clot Formation Time, CT: Clotting
Time, LI60: Lyse-Index 60, MCF: Maximum Clot Firmness.

4.5.3. Korrelation zwischen NETs und impedanzaggregometrischen

Parametern

Die Ergebnisse in der Vollblut Impedanzaggregometrie zeigten keine Korrelationen mit
frei zirkulierenden NETs (Tab 12).

Impedanzaggregometrie

Korrelationskoeffizient p-Wert
ASPItest (Units) 0,019 0,87
TRAPtest (Units) -0,058 0,61
ADPtest (Units) -0,12 0,3

Tab. 12 Ubersicht iiber die impedanzaggregometrischen  Parameter, deren
Korrelationskoeffizienten und Signifikanzniveau.

4.6. Korrelation zwischen NETS und intensivmedizinischen

Parametern

Weder der SOFA-Score, noch die Krankenhaus-Mortalitat korrelieren mit der Menge an
frei zirkulierenden NETs (SOFA: r= 0,17, p = 0,36).
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5. Diskussion

5.1. Bewertung der Durchflusszytometrie als Methode zur

Quantifizierung von NETs

Das Ziel dieser Studie war es, eine innovative Methode der durchflusszytometrischen
Quantifizierung von frei zirkulierenden NETs bei systemischer Inflammation nach CPB
in Rahmen eines translationalen Forschungsprojektes klinisch zu etablieren und deren
Interaktion mit dem Gerinnungssystem darzustellen, um neue Anséatze fur die Diagnostik

und Therapie der systemischen Inflammation zu schaffen.

Die Quantifizierung von NETSs stellt bislang eine Herausforderung dar und ist bislang nur
mit komplexen Methoden praktiziet worden. Aufgrund der notwendigen hohen
fachlichen Expertise waren diese hochspezialisierten Verfahren fir die klinische
translationale Forschung haufig nur schwierig umsetzbar. Dagegen ermdglicht die
Durchflusszytometrie die Quantifizierung hoher Zellzahlen'2260%8 Mit dem Ziel eines
moglich praktikablen Verfahrens wurde fur die vorliegende Studie ein modifiziertes
Protokoll von Lee et al. genutzt®. Im Vergleich zu der Methodik von Lee et al. wurden
direkt konjugierte monoklonale AK und keine polyklonale AK verwendet®. Durch diese
Veranderung konnte die Methode weiter vereinfacht und das Risiko einer

Hintergrundfarbung reduziert werden.

Eine weitere Modifizierung betraf die Gating-Strategie. An Stelle der Isotypen-Kontrolle
nutzten wir die FMO-Methode nach vorheriger Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit IgG®. Durch diese Veranderung konnte der Fluoreszenz-Spillover
von anderen Kanalen reduziert werden und somit Kompensationsfehler minimiert
werden, welche durch die Verwendung von mehreren Farben entstehen. Ein weiterer
Vorteil war die prazisere Differenzierung der gefarbten Zellpopulationen im Vergleich zur
Isotypen-Kontrolle.  Hintergrund  der  durchgefihrten  Modifizierungen  des
Durchflusszytometrie-Protokolls®® war ein untersucherunabhangiger und vor allem
praktikabler Ansatz der schnellen und zuverlassigen NETs-Quantifizierung, welche den
Einsatz in der klinischen Intensivmedizin ermdglichen kann. Diese Wichtigkeit einer
automatisierten, durchflusszytometrischen Quantifizierung wird in einem Review aus
dem Jahr 20197 nochmal verdeutlicht und bestétigt das Potenzial weiterer

Modifizierungen.
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Um die Methode zu validieren, wurde zu Beginn der Studie mittels PMA eine NETose
induziert, welche sowohl in der Durchflusszytometrie, als auch in der

Fluoreszenzmikroskopie nachweisbar waren*35°,

Dariber hinaus zeigte eine durchgefiihrte Qualitatskontrolle, dass es durch die
verwendete BD Pharm-Lyse™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) zu
keinem relevanten Anstieg des Anteils an 7-AAD-positiven Events kam und es sich somit
um intakte, vitale Zellen handelt. Ein negativer Einfluss auf die neutrophilen
Granulozyten und die vorliegenden Messergebnisse durch die BD Pharm-Lyse™ (BD
Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) konnte ausgeschossen werden und

somit in das Studienprotokoll etabliert werden.

Zuletzt konnten im Rahmen einer qualitativen Kontrolle mittels Fluoreszenzmikroskopie
intakte neutrophile Granulozyten eines gesunden Spenders identifiziert werden. Mittels
Farbungen mit Antihuman CD 15*-AK, Anti-H3-Histon-AK und Myeloperoxidase-AK,
konnten die Stadien der beginnenden NETose und der typische NETs-Schweif
erfolgreich dargestellt werden und die Ergebnisse in der durchflusszytometrischen

Quantifizierung untermauert werden.

Bei den Ergebnissen im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie ist jedoch nicht ganzlich
auszuschlie®en, dass es sich hierbei um eine unspezifische Farbung handelt, da bei

diesen gesunden Spenderproben kein IgG hinzugegeben wurde.

Vorteile der durchflusszytometrischen NETs-Quantifizierung liegen zum einen in der
Untersucherunabhangigkeit und zum anderen in dem praktikableren Ansatz der
Quantifizierung, der den Gebrauch auch in der Kklinischen intensivmedizinischen
Forschung moglich macht, da sie eine direkte Analyse der in-vivo gebildeten NETs aus
peripheren Blutproben ermoglicht. Zudem ist die Durchflusszytometrie im Gegensatz zur
Fluoreszenzmikroskopie in der Lage, in kiirzerer Zeit eine viel groRere Anzahl von Zellen

pro Probe zu ermitteln®®.

Allerdings spielt der Faktor Zeit bei der Methode der Durchflusszytometrie eine wichtige
Rolle. Die Blutproben missen, um eine Autoaktivierung zu verhindern, sofort verarbeitet
werden. Die Blutproben der Probanden wurden zwar bei jedem Abnahmezeitpunkt
schnellstmoglich weiterverarbeitet, jedoch kdnnen geringe zeitliche Unterschiede nicht
ganzlich ausgeschlossen werden. Neben der zeitlichen Probenaufbereitung, gibt es
noch weitere Limitationen in Bezug auf die durchflusszytometrische NETs-
Quantifizierung welche weiter unten aufgefuhrt werden (Kap. 5.3.1 Limitationen der

Durchflusszytometrie).
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

Herzchirurgische  Patienten  eignen  sich  fur die  Untersuchung von
Inflammationsreaktionen in besonderem Male, da bei Ihnen im Gegensatz zu anderen
Ursachen systemischer Inflammationsreaktionen (z.B. Sepsis) die
Inflammationskaskade zu einem definierten Zeitpunkt aktiviert wird und somit eine
systematische Beobachtung ermoglicht. Obwohl die systemische Inflammation im
klinischen Alltag auch fur erfahrende Intensivmediziner ein immer noch ernst zu
nehmendes und eingeschrankt therapierbares Krankheitsbild mit schwerwiegenden
Komplikationen ist, so ist die Studienlage Uber NETs bei postchirurgischen

Inflammationen noch relativ gering" 444691,

Wie auch andere Studien, welche verschiedene Methoden zur NETs-Quantifizierung
nutzten'-2746117 'konnten wir einen statistisch signifikanten Anstieg der frei zirkulierenden
NETs im Vergleich zu praoperativen Plasmaspiegeln im Rahmen einer systemischen
Inflammation nach CPB mittels Durchflusszytometrie erfolgreich nachweisen. Somit

kann die Haupthypothese | bestatigt werden.

Einige Studien zeigten ebenfalls einen postoperativen Anstieg der NETs nach CPB und

untermauern somit die eigenen Studienergebnisse®® 79,

So zeigte sich in der Studie von Beaubien-Souligny et al. nach erfolgtem CPB ein Anstieg
der Konzentration der NETs, wunabhangig davon, ob die Patienten einer
Hochrisikogruppe oder einer Niedrigrisikogruppe angehorten®. Hierbei zahlten Patienten
mit einem European System for Cardiac Operative Risk Evaluation Il (euroSCORE) <
1 % zur Niedrigrisikogruppe, wohingegen Patienten mit einem euroSCORE Il 25 % und
zusatzlich Diabetes mellitus zur Hochrisikogruppe gezahlt wurden. Entscheidend fur den
NETs Anstieg war die Bypassdauer, welche mit einem proportionalen NETs Anstieg
einherging®. Dieser Anstieg kann neben einer Reaktion auf Mikroorganismen, den
Kontakt mit aktivierten Thrombozyten oder einer Komplementaktivierung im
Allgemeinen, auch in einem direkten Blutkontakt mit den Fremdoberflachen der
extrakorporalen Zirkulation begriindet liegen®’®. Eine fehlende Korrelation zu IL-6 und
die positive Korrelation der NETs zur Bypassdauer legen nahe, dass auch auf nicht-

zellularer Ebene, z.B. Fremdoberflachen, Trigger der NETose zu finden sind®.

Neben der Studie von Beaubien-Souligny et al. prasentierte noch eine weitere Studie
einen ahnlichen Verlauf’®. Paunel-Gorglili et al. legte dar, dass mit Verlangerung der

Bypassdauer, auch die Konzentrationen von mitochondrialer DNA (mtDNA), 16slichem
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Thrombomodulin  und interzellularem Adhasionsmolekil-1  (ICAM-1), was auf
Endothelschaden hinweist, signifikant zunahmen’®. Im Vergleich zur vorliegenden Studie
wurden die pra- und postoperativen Plasmaproben zu ahnlichen Zeitintervallen
abgenommen™. Das Plasma von Patienten mit einer Bypassdauer von mehr als 100 min
induzierte die Freisetzung von NETs von gesunden Spendern’®. Ein weiterer Punkt ist,
dass NETs u.a. aus Thrombozyten und DAMPs bestehen, welche dieselben
proinflammatorischen Effekte bewirken, welche auch bei einem CPB freigesetzt

Werden46’48’69’79’82’90

Mogliche Ursachen fur die praoperative Erhohung der NETs kdnnten Komorbiditaten,
wie die pAVK sein, die durch ihre chronische Entziindung zu einem Priming der
neutrophilen Granulozyten fuhrt, welche dann wiederum durch die intraoperative
Entzindungsreaktion durch den CPB in einem Ausbruch der NETose mundet.
Arteriosklerose ist, unabhangig des CPBs, mit NETs assoziiert®!, wodurch deren
Ausgangswert praoperativ bereits hoher liegt als beispielsweise bei septischen
Patienten ohne Arteriosklerose®’. NETs finden sich auch in Thromben, sei es in frischen
Thromben bei akutem Myokardinfarkt, bei schwerem Trauma mit mikrovaskularer
Thrombose oder bei thrombotischen Mikroangiopathien®. Sie sind somit nicht frei
zirkulierend und daher mit ursachlich fur eine falsch erniedrigte Menge an NETs. Ebenso
koénnten sich NETs im Kapillarbett abgelagert haben oder sind an geprimte neutrophile
Granulozyten gebunden, die im systemischen und pulmonalen mikrovaskularen Bett

sequestriert sind'".

Die oben genannten Ursachen der NETs-Erhdhung flhren so aber auch zu einer
Reduzierung des differenzialdiagnostischen Nutzens verschiedener Krankheitsbilder,
wie beispielsweise die Abgrenzung von SIRS zu Sepsis, welche vor allem im
intensivmedizinischen Setting von groRer Bedeutung ware. Dartber hinaus kdnnte die
Diskrimination zu anderen Erkrankungen, die eine NETose verursachen, erschwert sein.
Dies ist im intensivmedizinischen Alltag insbesondere in Abgrenzung zu einer Sepsis

von potentiell hoher Bedeutung.

Zuletzt zeigte sich eine fehlende Korrelation von NETs zu Inflammationsparametern,
welche in der unkontrollierten Zunahme nach CPB begriindet sein kénnte. Selbiges
Ergebnis lieR sich auch in einer anderen Studie feststellen®. Eine mdgliche Erklarung
kénnten aulierdem zeitliche Verlaufe der Inflammationsparameter bieten. Wahrend die
NETose bereits friih aktiviert wird, lassen sich erhdhte Plasmaspiegel von PCT und CRP
erst postoperativ messen. Zu diesen Zeitpunkten fallt allerdings die gemessene NETose-

Aktivitat in der vorliegenden Studie allerdings bereits wieder ab.
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Weder eine Korrelation von NETs zu HMGB1, noch zu MPO konnte dargestellt werden.
HMGB1 fungiert als DAMP Uber die TLR4 Signalkaskade und kann passiv aus
geschadigten Zellen nach sterilen Gewebeverletzungen infolge von Ischamien und

Reperfusionen freigesetzt werden, um angeborene Immunzellen zu aktivieren3*''2,

In Lungengewebe konnte ein signifikanter Anstieg von HMGB1 und TLR4 nach CPB
nachgewiesen werden, welcher mit dem Auftreten einer akuten Lungenschadigung
korrelierte**. HMGB1 induziert die NETose in ischamischen Hirngewebe nachweislich.

Zudem beschreiben Studien, dass HMBG1 die Formation von NETSs triggert>*.

Warum in der vorliegenden Studie eine positive Korrelation von NETs und HMGB1
ausblieb, bleibt fraglich. Moglicherweise war die Gréle des untersuchten
Studienkollektiv zu gering, aber auch der fehlende Anstieg der HMGB1 Konzentration
bei herzchirurgischen Patienten kann ursachlich fir die fehlenden Korrelation sein.
Zudem koénnte dies auch durch ihre unterschiedlichen Wirkungsorte bedingt sein: der
Groldteil der NETs befindet sich in den Mikrokapillaren, wo sie urspringlich zu finden

sind, wahrend HMGB1 frei zirkuliert® 954,

Eine MPO-Freisetzung kann durch verschiedenste Einflussfaktoren induziert werden,
u.a. durch oxidativen Stress und Neuroinflammation?, aber auch Arteriosklerose'®® und
der Einsatz von Heparin kann eine MPO-Freisetzung fordern®. Die beiden letzteren
Faktoren waren bei allen Studienteilnehmern zutreffend und kénnten somit ursachlich

fur die nicht vorhandene Korrelation von NETs und MPO-Freisetzung sein.

Neben HMGB1 und MPO scheint auch IL-8 einen entscheidenden Einfluss auf die
NETose zu haben. Neben IL-1[3, IL-6 und TNF-a wird dem Zytokin IL-8 eine besondere
Rolle als einer der Hauptfaktoren der NETose durch Aktivierung der MAPK
Signalkaskade zugeschrieben'#. Studienergebnisse belegen, dass IL-8 als das einzige
Zytokin signifikant positiv mit der NETs Bildung assoziiert war'. Zudem konnte eine

Assoziation mit dem Schweregrad der Erkrankung dargelegt werden'.

Bei einer Hemmung von IL-8 konnte eine signifikante Hemmung der NETose beobachtet
werden'#. Diese Beobachtungen untermauern die MAPK-Signalkaskade als Hauptweg
der IL-8 induzierten NETose".

In der vorliegenden Studie blieb eine Korrelation von NETs und IL-8 aus. Zum einen liegt
dies moglicherweise in einem zu schnellen Abfall des IL-8 Plasmaspiegels begriindet.
Zusatzlich ist die IL-8 Plasmakonzentration bei Patienten nicht einheitlich erhdht und

bislang unentdeckte Inhibitoren der IL-8 Expression sind nicht ganzlich auszuschlielen’.
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Um die Spezifitdt der NETs als Inflammationsparameter zu erhéhen, konnte ihre
kombinierte Analyse mit anderen Organsystemen, wie beispielsweise dem
Gerinnungssystem, einen moglichen Ansatz bieten. Ein multiparametrischer Ansatz ist
insbesondere im Hinblick auf die physiologische Verknlipfung des Immun- und
Gerinnungssystem durch die NETs sinnvoll. Im Rahmen der vorliegenden Studie zeigten
die Patienten, die nach einem CPB unter einer systemischen Inflammation litten, eine
signifikant negative Korrelation von NETs zu FIBTEM und EXTEM MCF. Auch wenn
Koagulopathien nach CPB aufgrund der erforderlichen Heparinisierung und
Hamodilution nur vorsichtig beurteilt werden sollten, sind diese Ergebnisse haltbar, da
die Patienten eine adaquate Gerinnungsfunktion aufwiesen und auch eine negative
Korrelation auch bei chirurgischen Patienten ohne CPB festgestellt wurde®. Diese
Beobachtung stellt einen potentiellen Ansatz flir eine mogliche Differenzierung zwischen

SIRS und Sepsis bei kardiochirurgischen Patienten dar.

Prokoagulatorische in-vitro-Effekte der NETose wurden bereits in einer Vielzahl von
Studien beschrieben’26:30313949117 " Dje somit zu erwartenden prokoagulatorischen

Effekte konnten auch in-vivo-Studien bei septischen Patienten bestéatigt werden®217,

Eine begleitende Hyperkoagulation durch die Formation von NETs konnten wir im
Rahmen der vorliegenden in-vivo-Studie bei Patienten mit systemischer Inflammation
nach CPB allerdings nicht feststellen. Im Gegenteil zeigte sich eine Hypokoagualation,
welches einen mdéglichen Ansatz darstellen kénnte, septische von SIRS Patienten zu
differenzieren. Die von uns aufgestellte Haupthypothese Il konnte im Rahmen dieser

Studie somit nicht bekraftigt werden.

Dennoch mussen Alterationen der Gerinnung bei herzchirurgischen Patienten mit
Vorsicht bewertet wertet. Neben einer kleinen Fallzahl der explorativen Pilotstudie,
unterlag die Gerinnung auf Grund des ausgewahlten Studiendesigns — einer
Observationsstudie — unterschiedlicher Einflussfaktoren, wie beispielsweise der Gabe
von Heparin. Alle Studienteilnehmer wurden prophylaktisch antikoaguliert und wiesen
aufgrund des CPBs eine Hamodilution auf. Diese genannten Faktoren tragen sowohl
alleine, als auch in Kombination zu einem hypokoagulatorischen Effekt bei. Schliellich
ist die Gerinnung ein hochkomplexes System, welches auch unter physiologischen
Bedingungen variable Abweichungen aufweisen und nicht anhand eines Parameters

ganzlich erfasst werden kann.

Eine Studie aus 2017 zeigte, dass nicht NETs, sondern die in NETs enthaltenen Histone

und die negativ geladenen Nukleinsauren einen prokoagulatorischen Effekt bewirken’®.
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Dieser prokoagulatorische Effekt wird vermutlich ausgel6st durch eine Neutralisierung
der negativ geladenen Nukleinsduren durch Histon-DNA-Komplexe. Intakte NETs
konnten im Rahmen der Studie keinen prokoagulatorischen Effekt auslosen. Intakte
NETs weisen moglicherweise nicht genigend negative Nettoladung auf, um das
Kontaktsystem zu aktivieren’®. Die Studie beruhte allerdings auf in-vitro-Experimenten.
Andere potenziell relevante Zellen oder die Auswirkungen des Blutflusses in-vivo, bei
dem intravaskulare NETs den laminaren Blutfluss unterbrechen oder das Endothel
verletzen, wurden hier nicht bertcksichtigt — genauso wenig, wie der Abbau von NETs
durch Endonukleasen und Proteasen, was zur Freisetzung von einzelnen NETs-
Komponenten fihrt und die Gerinnung somit aktivieren konnte202%%,  Weitere

Experimente in-vivo konnten hier Klarheit verschaffen.

Bakterien stimulieren nicht nur die NETose und somit indirekt die Koagulopathie,
sondern induzieren auch eine Freisetzung von frei zirkulierenden Nukleinsduren und
Histonen und induzieren somit auch direkt das Gerinnungssystem?'. Bei der sterilen
systemischen Inflammation fehlen diese Pathogene, was einen Einfluss auf die
differente Funktion der Gerinnung haben koénnte®!’6, Diese postoperative Assoziation,
also eine negative Korrelation bei SIRS Patienten zu positiver Korrelation bei septischen
Patienten, konnte eine differenzialdiagnostische Beurteilung ermdglichen und somit
Vorteile in der Point-of-Care-Diagnostik mit sich bringen, indem sie die Differenzierung

zwischen SIRS und Sepsis im intensivmedizinischen Alltag erleichtern kdnnte.

Neben der fehlenden Hyperkoagulation lie3 sich auch kein klinisch relevanter Einfluss
der koagulatorischen Veranderungen auf das Outcome der Patienten nach CPB
bestéatigen. Die von uns aufgestellte Subhypothese Il liel3 sich demnach ebenso wenig
bekraftigen. Auch hierbei kdnnte die Begrindung in der zu geringen Fallzahl und dem
gewahlten Studiendesign liegen. Eine generell geringe periprozedurale Mortalitat bei
ansonsten gesunden Patienten nach CPB, welche bei <1-3 % liegt®, konnte auch
ursachlich dafur sein, dass sich die koagulatorischen Veranderungen nur marginal

auswirken und sich in einer kleinen Studiengrélie nicht widerspiegeln kénnen.

Ebenso scheint auch die mtDNA ein Aktivator von Inflammations- und
Gerinnungskaskaden zu sein. In zwei voneinander unabhangigen Studien konnte
gezeigt werden, dass Gewebsverletzungen bei CPB zu einer Freisetzung von
Mitochondrial Damage Associated Molecular Patterns (mtDAMPs) fihren und somit
auch zu einem postoperativ signifikanten Anstieg der mtDNA. Patienten mit
postoperativen Komplikationen zeigten hdhere Plasmakonzentrationen, als jene

Patienten mit geringerem Plasmaanstieg der mtDNA82-%,
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Die mtDNA konnte somit als friher, direkter Aktivator des SIRS durch Neutrophile
Freisetzung angesehen werden und stellt daher einen potenziellen Biomarker fur
postoperative Komplikationen nach CPB dar. Sollte die mtDNA direkt an der kardialen
Entzindung beteiligt sein, so konnte der TLR9, welcher durch mtDNA induziert wird, als

therapeutisches Target genutzt werden®.

5.3. Limitationen der Studie

5.3.1. Limitationen der Durchflusszytometrie

Inkubationszeit

Die  durchflusszytometrische = NETs-Quantifizierung  scheint  bei  kirzeren
Inkubationszeiten von bis zu 30 min geeignet zu sein®. Hauptlimitationsfaktor dieser
Methodik liegt in der Suspension, in der die Zellen analysiert werden. Mit Verlangerung
der Inkubationszeit lieR sich ein Verlust der neutrophilen Granulozyten feststellen®® .
Dieser beruht entweder auf einem Abbau und/oder einer Kumulation der neutrophilen
Granulozyten, welche dadurch nicht mehr vom Raster erfasst werden. Allerdings zeigte
sich auch, dass neutrophile Granulozyten nach einer Inkubationszeit von vier Stunden
sehr effizient NETs freisetzen konnten®. Somit bleibt eine ideale Inkubationszeit, welche
zum einen zu einer ausreichenden Freisetzung der NETs fihrt und zum anderen

Messergebnisse nicht zu stark minimiert, noch zu ermitteln.
Gating-Strategie

Durch morphologische Veranderungen der neutrophilen Granulozyten im Rahmen der
NETose und der hohen Viskositat der DNA konnten einzelne NETs aus dem
Messbereich gefallen sein. Geschwollene Zellen oder zu Dupletten zusammengelegte
NETs wurden somit nicht erfasst®. Orientierend an einer anderen Studie®, wurden nur
vitale Einzelzellen gemessen, wodurch die gemessene Menge an NETs falsch erniedrigt

sein konnte.

Des Weiteren befinden sich MPO und citrullierte Histone bei vollstandig gebildeten NETs
aullerhalb der Zelle. Somit kdnnten mit der durchgefuhrten Gating-Strategie eher
stimulierte Granulozyten im Rahmen der NETose, die keine NETs freigesetzt haben,

bestimmt worden sein®®.
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Eine Studie prasentierte, dass Zelltrimmer fast 40 % citrullierte Histone enthielten®. Der
Ausschluss dieser Reste kdnnte zu einer falsch niedrigen NETs-Quantifizierung gefuhrt
haben®®. Da die vorliegende Gating-Strategie allerdings auf alle Proben gleichermalien

angewendet wurde, bleibt die jeweilige Relation konstant.
Limitationen in Bezug auf die durchflusszytometrische NETs-Quantifizierung

Die notwendige anasthesiologische und intensivmedizinische Therapie hat einen
betrachtlichen Einfluss auf die kapillare Perfusion und Gerinnungssituation der
Patienten. Daher war es wichtig, die begleitende Katecholamin-, antithrombotische,
Hamo- und Gerinnungstherapie zu erfassen. Im Rahmen der Beobachtungsstudie wurde
kein Einfluss auf die Therapie genommen, sodass bei der Analytik der

Studienergebnisse diese StorgroRen berlcksichtigt werden mussten.

Die vorliegende Studie zielte auf eine Quantifizierung der NETs bei systemischer
Inflammation nach CPB ab und nicht auf die Kausalitdten der NETose. Somit konnte
nicht ausgeschlossen werden, dass medizinisch indizierte Therapien, wie beispielsweise
die Heparinisierung Einfluss auf die NETose hatten. Eine Studie zeigte, dass eine

vorzeitige Antikoagulation die NETose hemmen kénnte™’.

Die durchgefuhrte praoperative Antikoagulation kénnte somit ein Grund flr falsch
erniedrigte NETs darstellen, jedoch waren alle Studienteilnehmer gleichermallen von

der Antikoagulation betroffen, wodurch die Ergebnisse vergleichbar blieben.

5.3.2. Limitationen des Studiendesigns

Aufgrund des ausgewahlten Studiendesigns - einer monozentrischen, prospektiven,
explorativen,  nicht-interventionellen  Beobachtungsstudie - und fehlenden
Vergleichsdaten war die Berechnung der Studiengréf3e nicht moglich. Méglicherweise
ist die Groflie des vorliegenden Studienkollektivs nicht ausreichend fur eine signifikante

Korrelation zu den sekundaren Zielparametern.

Trotz der durchgefuhrten Modifizierungen, um das Protokoll praktikabler und
untersucherabhangiger zu gestalten, erfordert eine ordnungsgemalfe Durchflihrung der
Durchflusszytometrie immer noch ein hohes Mall an fachlicher Expertise und
technischen Voraussetzungen, die es aktuell noch ungeeignet flir das tagliche
Routinelabor machen. Inwieweit dies fur die translationale Forschung im

intensivmedizinischen Setting genutzt werden kann, missen zukunftige Studien zeigen.
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Im Rahmen dieser Studie wurden keine Kausalitdten untersucht, sodass nicht
auszuschlieBen war, dass vereinzelte Komorbiditaten, Vorerkrankungen oder

therapeutische MaRnahmen das Ausmal’ der NETose inhibiert oder induziert haben.

5.4. Ausblick

Ein Review aus dem Jahr 2019'% hebt das Potenzial fir eine automatisierte
Quantifizierung von NETs noch einmal hervor und unterstreicht die Ergebnisse der
vorliegenden Studie ebenfalls, wodurch es flr den intensivmedizinischen Alltag in
Zukunft noch bedeutsamer werden kdnnte. Die am weitesten verbreitet und akzeptierten
Techniken sind SYTOX®  (Fluoreszensreader/Fluoreszenzmikroskopie)  und
Immunmarkierung (Immunfluoreszenzmikroskopie)'®’. SYTOX® sticht heraus durch
niedrige Kosten und einfache Implementierung, ist jedoch anfallig fur falsch positive
Ergebnisse durch Apoptose und Nekrose der Neutrophilen und sollte daher immer durch
die Immunfluoreszenzmikroskopie erganzt werden'®’. Diese Kombination ist am
einfachsten Zu implementieren, beinhaltet die besten quantitativen
Berechnungsmethoden und ist technisch weniger anspruchsvoll als die
Durchflusszytometrie’’. Mit Hilfe von halbautomatischen Methoden lasst sich die
Quantifizierung in Zukunft mdéglicherweise noch schneller gestalten, die fachliche

Expertise im Bereich der Konfokalmikroskopie bleibt aber auch hier noch notwendig'%’.

Eine durch PMA induzierte NETose in den Blutproben von Patienten mit septischem
Schock zeigte eine signifikant hohere Fahigkeit zur Freisetzung von NETs in
neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu denen von nicht-septischen, kritisch kranken
Patienten’. In zukiinftigen Studien muss untersucht werden, ob Patienten, die an einer
postoperativen Entziindung leiden, ebenfalls eine reduzierte Kapazitat fir PMA-

induzierte NETose aufweisen.

Um die Ergebnisse einer anderen Studie® und der vorliegenden Studie, welche beide
eine Zunahme der NETs nach CPB, aber ohne positive Korrelation zu
Entzindungsparametern feststellte, zu bestatigen, ware es erforderlich, eine
Kontrollgruppe zu untersuchen, welche sich einer Off-Pump-Herzoperation unterzieht,
um zu bestatigen, dass die Exposition des Blutes mit Fremdmaterial im Rahmen der
extrakorporalen Zirkulation den primaren Faktor der NETose im untersuchten
Studienkollektiv darstellt.
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Ob diese Ergebnisse Patienten fir postoperative Komplikationen durch vermehrte
NETs-Produktion pradisponiert, sollte im Rahmen weiterer Studien untersucht werden,

um so zirkulierende NETs als potenzielles Target therapieren zu kdnnen.

Nach unseren Erkenntnissen ist die vorliegende Studie die Erste, die eine negative
Korrelation von NETs und einer reduzierten Gerinnungsfunktion dargestellt hat.
Aufgrund fehlender Kausalitdten und einer mdoglichen Assoziation sollte dies
Gegenstand zukinftiger Studien sein, da deren Evaluierung wichtige Therapieansatze

liefern konnte.

AbschlieRend lasst sich somit festhalten, dass die Publikationen rund um das Thema
NETs seit der Erstentdeckung von Brinkmann et al. 20048 ein exponentielles Interesse
erfahrt und nicht nur im Rahmen der systemischen Inflammation und Sepsis eine
entscheidende Rolle spielen, sondern diese auch bei Autoimmunerkrankungen, wie der
rheumatoiden Arthritis und systemischem Lupus erythematodes, aber auch
Krebserkrankungen und noch vielen weiteren Erkrankungen mitwirken. Somit ist eine
adaquate, reproduzierbare und objektive Quantifizierung von NETSs zielfihrend fir das
weitere Verstandnis, besonders dann, wenn dadurch therapeutische Angriffspunkte

entdeckt werden kénnen'%’.
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6. Schlussfolgerung

Wie zu Beginn dieser Arbeit erwahnt, ist und bleibt der Einsatz des CPBs flr eine
Vielzahl von kardiochirurgischen Eingriffen eine unabdingbare Notwendigkeit. lhr
Einsatz sorgte fur eine stetige Weiterentwicklung und Komplexitat dieses Fachbereiches
und wird auch in Zukunft nicht an Bedeutung verlieren, da der Bedarf an
kardiochirurgischen  Eingriffen  aufgrund der immer weiter steigenden

Lebenserwartungen zunehmen wird.

In den vergangenen 70 Jahren hat sich der CPB massiven Modifizierungen unterzogen,
wodurch Risiken gemindert werden konnten; aber auch hier ist noch weiterer

Verbesserungsbedarf mdglich, wie z.B. die Verbesserung der Biokompatibilitat.

Die Methodik der durchflusszytometrischen Quantifizierung der frei zirkulierenden NETs
konnte von uns erfolgreich etabliert werden und ist fir die translationale Forschung in
der Intensivmedizin geeignet. Dennoch mussen die bestehenden Limitationen in
zukUnftigen Studien adressiert werden. Interessant fur die frihzeitige Differenzierung
von unterschiedlichen Ursachen von systemischen Inflammationsreaktionen ware vor
allem die gegenlaufige Reaktion des Gerinnungssystems beim septischen Schock
(Hyperkoagulation) und bei der systemischen Inflammationsreaktion (Hypokoagulation).
Dieser Ansatz, gerade auch in Bezug auf die frei zirkulierenden NETs, kdnnte

Gegenstand weiterer Forschung sein, um die Therapie noch effizienter zu gestalten.

Im Rahmen dieser prospektiven Beobachtungsstudie konnte ein signifikanter Anstieg
der frei zirkulierenden NETs bei systemischer Inflammation nach kardiopulmonalem
Bypass durchflusszytometrisch dargestellt werden. Zusatzlich zeigte sich ein Fibrinogen-

assoziierter hypokoagulatorischer Effekt in der Thrombelastographie.

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass die Methodik der durchflusszytometrischen
Quantifizierung der frei zirkulierenden NETs durchaus in der Lage ist, NETs zuverlassig

zu detektieren.
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7. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war es, eine neuartige Methode der durchflusszytometrischen
Quantifizierung von frei zirkulierenden NETs bei SIRS nach CPB in einem
kliniktauglichen Rahmen zu etablieren und deren Interaktion mit dem Gerinnungssystem
darzustellen. Im Rahmen der vorliegenden explorativen, nicht-interventionellen
Beobachtungsstudie nutzten wir fir die Quantifizierung der NETs die Methodik der
Durchflusszytometrie unter Hinzunahme einer FMO-Gatingstrategie. Eine Validierung
erfolgte mittels ELISA aus Blutplasma und ebenso via Fluoreszenzmikroskopie aus
Vollblut. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung von NETs in einem
kardiochirurgischen Studienkollektiv, welches aus 20 volljahrigen Patienten bestand, die
eine koronare Bypass Operation — unter Verwendung eines CPBs — bendétigten und
postoperativ an einem SIRS litten. Fur die Gerinnungsanalysen nutzten wir, neben den
standardisierten Laborparametern, die Rotationsthrombelastometrie und
Impedanzaggregometrie. Es konnte ein signifikanter Anstieg der NETs nach CPB im
Verlauf Gber 72 Stunden dargestellt werden mit einem Hochstwert der frei zirkulierenden
NETs unmittelbar postoperativ von 3,5 [2,7— 4,6] %. Es liel sich ein signifikanter Anstieg
der frei zirkulierenden NETs im Rahmen eines SIRS Uber 72 Stunden bestatigen (2,7
[2,1-3,7] %). Durch eine negative Korrelation von frei zirkulierende NETs und FIBTEM
MCF in der Thrombelastographie konnte zusatzlich eine, durch SIRS verursachte,
Hypokoagulation dargestellt werden (r = -0,28, p < 0,01). Die globalen Gerinnungs-
parameter und die Ergebnisse der Impedanzaggregometrie zeigten jedoch keine
Korrelation in Bezug auf die Menge an frei zirkulierenden NETs. IL-8 stieg unmittelbar
nach CPB an, ohne aber mit der Menge an NETs zu korrelieren. Bei den Ubrigen
Inflammationsparametern wie CRP, PCT und Leukozyten konnte keine signifikante
Korrelation zu frei zirkulierenden NETs festgestellt werden. Schlussfolgernd lasst sich
festhalten, dass mittels der Methodik der durchflusszytometrischen Quantifizierung von
frei zirkulierenden NETSs, diese zuverlassig detektierbar sind. Zusatzlich zeigte sich ein
fibrinogenassoziierter hypokoagulatorischer Effekt in der Thrombelastographie bei SIRS
nach CPB.
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8. Summary

The aim of this study was to establish a novel method of flow cytometric quantification of
free circulating NETs in SIRS after CPB in a clinically suitable setting and to demonstrate
their interaction with the coagulatory system. In our exploratory, noninterventional
observational study, we used flow cytometry with the addition of the FMO gating strategy
to quantify NETs. Validation was performed with ELISA of blood plasma and also with
fluorescence microscopy from whole blood. The study population consisted of 20 adult
patients who required coronary bypass surgery under CPB and who developed SIRS
postoperatively. For coagulation analyses, we used, in addition to standard laboratory
parameters, rotational thrombelastometry and impedance aggregometry. A significant
increase in NETs after CPB was shown over the course of 72 hours, with a peak of free
circulating NETs immediately postoperatively of 3.5 [2.7- 4.6] %. Thus, a significant
increase in free circulating NETs could be confirmed in the setting of SIRS over 72 hours
(2.7 [2.1-3.7] %). A negative correlation of free circulating NETs and FIBTEM MCEF in
thrombelastography additionally demonstrated hypocoagulation associated to the
presence of SIRS (r =-0,28, p < 0,01). However, global coagulation parameters showed
no correlation with respect to the amount of free circulating NETs. IL-8 increased
immediately after CPB, but no correlation to NETs could be detected. No significant
correlation to free circulating NETs could be found in the other inflammatory parameters
such as CRP, PCT, and leukocytes. In conclusion, the methodology of flow cytometric
quantification of free circulating NETs is able to reliably quantify NETs. In addition, a

fibrinogen-associated hypocoagulatory effect was shown during CPB-assiociated SIRS.
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Material

Typ

Abnahmerohrchen — Citrat

Abnahmerohrchen — EDTA

Abnahmerohrchen — Hirudin

Anti-Histon

S-Monovette® 3ml, Sarstedt, NiUmbrecht,
Deutschland

S-Monovette® 7,5ml, Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

S-Monovette® 1,6ml, Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Alexa Fluor® 647 Anti-Histone, H3 Phospho
(Ser10). Clone: 11 D8. Cat: 650806. Lot:
B207225. Konz.:140ug/ml, BioLegend®, San
Diego, USA

Anti-Human CD15

Pacific Blue™ Anti-Human CD15 (SSEA-1),
Clone: W6D3, Isotype: Maus IgG1, Kappa, Cat:
323022, Lot: B257908, Konz.: 400ug/ml,
BioLegend®, San Diego, USA

Anti-MPO Anti-MPO, Konz.: 0,1mg/ml, Lot: GR323629-10,
Abcam, Cambridge, GBR
BSA Albumin Fraktion V, Carl Roth GmbH + Co. KG,

Cup and Pin Pro

Desinfektion

Karlsruhe, Deutschland

ROTEM®, Tem Innovation GmbH, Miinchen,
Deutschland

Kodan® Tinktur Forte farblos Antiseptikum,
Alkoholisches Hautseptikum, Art.Nr.: 104012,
Schulke, Norderstedt, Deutschland

Durchflusszytometer

BD FACSCANTO™ ||, Gerate Nummer: 34124,
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Durchflusszytometer - Software

BD FACSDIVA Software, Version 6.1.3

Fluoreszenzmikroskop

Leica TCS SP5, Wetzlar, Deutschland

Immunglobulin G

Gamunex 10 %, Grifols, Barcelona, Spanien

Isotyp His

Isotyp MPO

Alexa Fluor® 647 1gG2b, Alexa Isotyp Control,
Clone: MPG 11, Isotype: Mouse 1gG2b, Cat:
400330, Lot: B257071, Konz.: 0,5mg/ml,
BioLegend®, San Diego, USA

Isotyp MPO,Qb 91356, Mouse 1gG1 (B11/6)
(FITC)- Isotyp Control, Lot: GR3218824-5,
Abcam, Cambridge, GBR

Kantle

Safety Multifly Kaniile®, Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Lyse

BD Pharm Lyse™, BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA

PBS-Puffer

Phosphate Buffered Saline, pH 7,2, Gibco®by life

7 technologies™, Carlsbad, USA
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Pipetten

Pipettenspitzen 10ul

Pipettenspitzen 100ul

Pipettenspitzen 1000l

Eppendorf AG, genutzt in den Gréflen: 0,5-10 pl +
10-100ul + 50 -200ul +100-1000p1, Hamburg,
Deutschland

SafeSeal-Tips® professional 10ul, BioZym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Nerbe Plus GmbH & Co. KG., Winsen,
Deutschland

Nerbe Plus GmbH & Co. KG., Winsen,
Deutschland

Reaktionsgefal

Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Rohren-Tubes fur FACS
Messung

Proberohre 75x12mm, Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

ROTEM (Thrombelastometrie)
ROTEM Reagenz ex-tem®

ROTEM Reagenz Fib-tem®

ROTEM® delta, SN Nummer:2369, Matel
Medizintechnik, Hausmannstaetten, Osterreich
Tem Inovation GmbH, Minchen, Deutschland

Tem Inovation GmbH, Minchen, Deutschland

ROTEM Reagenz In-tem®

Tem Inovation GmbH, Minchen, Deutschland

ROTEM Reagenz Sta-tem®

Tem Inovation GmbH, Minchen, Deutschland

ROTEM Software

ROTEM® Messmodul, Library Version: libROTEM:
20070213-rawlog

Shutdown Solution

BD FACS™ Shutdown Solution, BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA

Thrombozytenaggregatrometrie

Multiplate® Analyzer, Roche Diagnostics,
Rotkreuz, Schweiz

Tragerflussigkeit fur BD FACSFlow™ BD Biosciences, Franklin Lakes,

Durchflusszytometer USA

Waage Prazisionswaage Typ L310, Sartorius GmbH,
Géttingen, Deutschland

Zentrifuge (grol) Heraeus Megafuge 16R Zentrifuge, Thermo

Zentrifuge (klein)

Zytozentrifuge

Fisher Scientific LED GmbH, Osterode,
Deutschland

Mikro 200R Zentrifuge Typ 2405, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Cytospin®, Cellspin 1, Tharmac, Wiesbaden,
Deutschland

Tab. 13 Liste der verwendeten Materialien.
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