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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen ist ein komplexes Gebilde aus verschiedenen
Komponenten, welches den Korper vor schiddlichen Mikroorganismen und anderen
Fremdstoffen schiitzt. Es wird in zwei Hauptkomponenten unterteilt: das angeborene
Immunsystem (primédres Immunsystem) und das adaptive Immunsystem (sekundires
Immunsystem). Man kann weiterhin jeweils zelluldre sowie I6sliche Faktoren

unterscheiden (siche Abbildung 1).

angeboren adaptiv/erworben
. Epithelien/
, Endothelien .
b
E
= T-Zellen Q
N garambozyten = ; B-Zellen
=\ Granulozyten NK-Zellen
)
dendritische
9 O exazeluigre 0 Zeen e Tosmazalen TR .
@ Vesikel { 1
lZytoklzn:z;e-l‘ ’/ﬂ h\~
NETs 7AY o
I
Gerinnungssystem Y4 -
5 Komplementsystem #}i Antikdrper
=
E

A

zytotoxische
Enzyme

Abbildung 1: Uberblick iiber das angeborene und adaptive Immunsystem. Schematische Darstellung
zentraler Komponenten des Immunsystems, unterteilt nach funktioneller Zuordnung zum angeborenen
(links) und adaptiven (rechts) Immunsystem sowie nach struktureller Organisation. Im oberen Bereich sind
iiberwiegend zelluldre Bestandteile dargestellt (u. a. Epithel- und Endothelzellen, Thrombozyten,
Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, NK-Zellen, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen).
Extrazelluldre Vesikel und NETs sind als partikulére, nicht-zelluldre Strukturen dargestellt, die funktionell
zwischen zelluldren und 16slichen Komponenten vermitteln und daher an der Grenze zwischen beiden
Ebenen positioniert sind. Im unteren Bereich sind {iberwiegend 16sliche Bestandteile des Immunsystems
dargestellt, darunter Zytokine, das Komplementsystem, Antikorper, zytotoxische Enzyme sowie das
Gerinnungssystem. Erstellt mit BioRender.com. Abkiirzungen: NETs: Neutrophil Extracellular Traps, NK-
Zellen: natiirliche Killerzellen. Angelehnt an [61].
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1.11 Das angeborene Immunsystem

Die priméire Immunantwort wird bereits kurz nach der Schiddigung oder nach Kontakt mit
einem Fremdkorper aktiviert. Aufgaben der natiirlichen oder angeborenen Immunantwort
sind die Erkennung solcher Stimuli, die Rekrutierung von Zellen der priméren

Immunantwort sowie das Bahnen und Initiieren der sekundaren Immunantwort [8].

Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind physikalische Barrieren, wie das
Epithel, sowie verschiedene Immunzellen und 16sliche Faktoren, die je nach Bedarf in
ihrer Konzentration und Aktivitét reguliert werden. Zu den zelluldren Komponenten des
angeborenen Immunsystems zdhlen unter anderem Epithelzellen, Monozyten,
Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Natiirliche Killerzellen und dendritische
Zellen. Die humoralen, also 16slichen Bestandteile der angeborenen Immunantwort
stellen eine heterogene Gruppe dar, zu der unter anderem Zytokine, das
Komplementsystem, Akut-Phase-Proteine und antimikrobielle Peptide gehdoren.
Bestimmte Strukturen der Pathogene, sogenannte pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs), werden durch spezifische Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRRs) auf Zellen der angeborenen Immunantwort erkannt und initiieren nach
Ligandenbindung eine Immunantwort, unter anderem durch die Freisetzung

proinflammatorischer Zytokine [116].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Beim adaptiven Immunsystem handelt es sich um die spezifische Imnmunabwehr, welche
eine zielgerichtete Erkennung und Bekdmpfung spezifischer Antigene ermdglicht.
Dariiber hinaus erlaubt das adaptive Immunsystem eine effektive Immunantwort gegen
Pathogene, die Mechanismen zur Umgehung des angeborenen Immunsystems entwickelt
haben. Durch Bildung von Gedichtniszellen kann eine langfristige Immunitét erreicht
werden und die adaptive Immunantwort bei erneutem Antigenkontakt beschleunigt

werden [72].

Zellulaire Komponenten des adaptiven Immunsystems sind T-Lymphozyten und B-
Lymphozyten. T-Zellen entstammen der lymphatischen Zellreihe und reifen im Thymus
zu naiven T-Zellen. Sie erkennen iiber spezifische T-Zellrezeptoren von korpereigenen

Zellen présentierte, zu Peptidfragmenten prozessierte Antigene. Anhand ihrer
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Oberflichenproteine unterteilt man sie in CD4'- und CD8'-Zellen. CD4'-Zellen
umfassen die Gruppe der T-Helferzellen und interagieren mit antigenprésentierenden
Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen) {iiber deren Major
Histocompatibility Complex (MHC)-Klasse-II-Molekiile, wodurch die Immunantwort
insbesondere iiber die Ausschiittung von Zytokinen koordiniert wird. CD8*-Zellen, auch
als zytotoxische T-Zellen bezeichnet, erkennen {iiber MHC-Klasse-I-Molekiile
prasentierte Antigene, die auf allen kernhaltigen Korperzellen sowie auf Thrombozyten
exprimiert werden, und konnen bei Infektion oder Entartung die Apoptose der betroffenen
Zellen auslosen. CD8"-Zellen sind somit ein wichtiger Bestandteil der Bekdmpfung

intrazelluldrer Erreger [72].

Im Knochenmark entwickeln sich reife, naive B-Zellen, die auf ihrer Oberfliche
membranstindige Antikorper tragen und Antigene unabhidngig von einer MHC-
vermittelten Prdsentation erkennen konnen. Nach Bindung des spezifischen Antigens
wird dieses iiber MHC-Klasse-II den CD4"-Zellen prisentiert. Nach Aktivierung
proliferieren B-Zellen und differenzieren zu Plasmazellen, die hochaffine Antikorper
produzieren. Zusitzlich entstehen Gedéchtniszellen, die bei erneutem Antigenkontakt
eine deutlich schnellere und effektivere Immunantwort ermoglichen. Insgesamt erlaubt
das adaptive Immunsystem eine hochspezifische und passgenaue Immunantwort, die
jedoch verzdgert einsetzt und erst nach Tagen bis Wochen ihre volle Effektivitit erreicht

[72].

1.1.3 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten entstammen, ebenso wie eosinophile und basophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen sowie Mastzellen, der
myeloischen Zelllinie und gehdren zum angeborenen Immunsystem. Sie reifen im
Knochenmark und gelangen anschlieBend in den Blutkreislauf. Sie stellen mit 55-75%

den grofiten Anteil der im Blut zirkulierenden Leukozyten [73].

Granulozyten stellen die erste Verteidigungslinie der zelluldren Infektabwehr dar. Sie
zirkulieren fiir etwa 6-12 Stunden im Blut und iiberleben auch im Gewebe nur wenige
Tage. Chemotaktische Signale von Pathogenen, wie Komplementfragmente oder von
gewebsansdssigen Makrophagen freigesetzte Chemokine, vermitteln die Rekrutierung

neutrophiler Granulozyten aus dem Blut in das Gewebe. Dort besteht ihre Hauptaufgabe

3
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in der Beseitigung apoptotischer Zellen sowie in der Elimination pathogener
Mikroorganismen, insbesondere Bakterien und Pilze. Die Erkennung und Entfernung
dieser Zielstrukturen erfolgt iiberwiegend durch Phagozytose, einen Prozess, bei dem
Partikel von der Plasmamembran umschlossen und in das Zellinnere aufgenommen
werden. Hierfiir verfiigen sie iiber verschiedene Rezeptoren, die eine Unterscheidung
zwischen intakten und zu beseitigenden Zellen ermoglichen. Diese Rezeptoren binden an
spezifische Molekiile auf Pathogenen oder apoptotischen Zellen und 16sen die

Phagozytose aus [100].

Wichtige Rezeptoren neutrophiler Granulozyten sind unter anderem Toll-like-
Rezeptoren, die konservierte molekulare Strukturen von Pathogenen (PAMPs) erkennen
konnen, sowie  weitere = Mustererkennungsrezeptoren ~ wie  beispielsweise
Mannoserezeptoren.  Dariiber hinaus exprimieren neutrophile  Granulozyten
Fc-Rezeptoren, die an opsonisierende Antikorper binden, sowie Komplementrezeptoren,
die C3b- und C4b-gebundene Partikel erkennen und deren Phagozytose fordern. Davon
abzugrenzen sind Scavenger-Rezeptoren, die apoptotische Zellen iiber die Erkennung von
Phosphatidylserin auf deren Oberfliche identifizieren und deren Aufnahme vermitteln,
ohne dabei eine ausgeprigte entziindliche Reaktion auszulosen. Nach der Bindung an
einen Zielpartikel wird das Zytoskelett des Granulozyten rasch umstrukturiert, sodass
Pseudopodien die aufzunehmende Struktur umschlieBen. Binnen Sekunden wird das
Pathogen eingehiillt und in das Zellinnere transportiert, wo es mit toxinhaltigen Granula

fusioniert und das Pathogen abgetotet wird [100, 116].

Diese Granula enthalten verschiedene Enzyme zur Abtétung und Verdauung von
Mikroorganismen, darunter Myeloperoxidase (MPO), den Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotidphosphat-Wasserstoff (NADPH)-Oxidase-Komplex, sowie Proteasen wie
Gelatinase. Zusétzlich fusionieren die Phagosomen mit Lysosomen, welche vor allem
Hydrolasen enthalten, die ebenfalls antimikrobiell wirken. Einen zentralen Mechanismus
zur Abtotung der Mikroorganismen stellt der sogenannte oxidative Burst dar, bei dem
groBBe Mengen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freigesetzt werden. Diese werden in
weiteren  Reaktionsschritten zu  zusitzlichen toxischen Verbindungen wie
Wasserstoffperoxid und Hypochlorit umgesetzt, die ausgepragt mikrobizid wirken und

somit entscheidend zur Pathogenelimination beitragen [57, 116].
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1.2 Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

Neutrophile Granulozyten entfalten ihre antimikrobielle Wirkung nicht nur durch
Phagozytose und intrazellulire Abtotung von Erregern, sondern kénnen zusitzlich
netzartige Strukturen aus DNA und antimikrobiellen Proteinen in den extrazelluldren
Raum freisetzen. Diese sogenannten Neutrophil Extracellular Traps (NETs) dienen dazu,

Krankheitserreger zu binden, zu immobilisieren und deren Eliminierung zu fordern [22].

1.2.1 Formen der NETose

Die Freisetzung von NETs geht zumeist mit einem speziellen Zelltodprozess, der
lytischen NETose einher, welcher sich grundlegend von anderen Zelltodtypen wie
Apoptose und Nekrose unterscheidet (siche Abbildung 2) [49]. Dabei reorganisieren die
Neutrophilen ihr Zytoskelett, verlieren ihre Polaritét und werden aktiviert. Die Kernhiille
zerfillt, worauf das Chromatin in das Zytoplasma der noch intakten Zelle tibertritt und
hier dekondensiert. Es kommt zu Kontakt mit Bestandteilen des Zytoplasmas und der
Granula, die fiir die Funktion und Struktur der NETs wichtig sind. In einem néichsten
Schritt wird die Plasmamembran durchldssig, sodass die NETs nach 3-8 Stunden nach
Aktivierung in den extrazelluldiren Raum abgegeben werden. Durch die Zerstérung der

Plasmamembran kommt es zum Zelltod der Neutrophilen [104].

Hiervon kann die nicht-lytische NETose unterschieden werden, bei der Chromatin und
Granulainhalte bereits kurz nach Kontakt, insbesondere mit Staphylococcus aureus, aus
der vitalen Zelle ausgeschleust werden. Bei diesem Prozess bleibt die Plasmamembran
intakt und es entstehen innerhalb von wenigen Minuten NETs und kernlose Zytoplasmen,

die weiterhin zur Phagozytose in der Lage sind [104, 111].

Es gibt nicht nur einen Signalweg der zur NET-Ausschiittung fiihrt, sondern mehrere
unterschiedliche Wege, die vom jeweiligen Stimulus abhdngen. Gemeint ist ein
intrazelluldrer Signalweg, der nach Aktivierung durch einen duBeren Trigger zur

Freisetzung der NETs fiihrt [16].

Morphologisch bestehen die NETs aus glatten Filamenten mit einem Durchmesser von
ungefdhr 17 nm, die aus gestapelten Nukleosomen bestehen, an die Granulaproteine
angelagert sind [22, 143]. Die NETs haben ein wolkenférmiges Erscheinungsbild und

konnen ein Volumen einnehmen, das 10-15 mal groBer ist, als die Ursprungszelle [21].
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1.2.2 Ausloser der NETose

Eine gro3e Bandbreite verschiedener physiologischer Stimuli kann zur Ausbildung von
NETs fithren. Beschrieben sind sowohl mikrobielle Ausloser wie Bakterien [22],
Pilzhyphen, Viren, Parasiten, aber auch der Kontakt mit ROS, Antikdrper,

Immunkomplexe und Kontakt mit aktivierten Thrombozyten [21].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der zwei Hauptformen der NET-Bildung. Der obere Pfad
zeigt die lytische NETose, die mit dem Verlust der Zellintegritit und dem Zelltod einhergeht und iiber
Chromatindekondensation, Aufldsung der Kernhiille und Ruptur der Zellmembran zur Freisetzung von
NETs fiihrt. Der untere Pfad stellt die nicht-lytische NETose dar, bei der NETs unabhidngig vom Zelltod
durch sekretorische Abgabe von Chromatin und Granulaproteinen freigesetzt werden und ein kernloser,
weiterhin phagozytosefdhiger Zytoplast verbleibt. Erstellt mit BioRender.com. Abkiirzungen: NETs:
Neutrophil Extracellular Traps. Adaptiert nach [104].

1.2.3 Physiologische Funktion der NETs

Die primére physiologische Funktion von NETs besteht in der Abwehr unterschiedlicher
Pathogene. Durch ihre netzartige, extrazelluldre Struktur kénnen Mikroorganismen
immobilisiert und lokal konzentriert werden, was deren weitere Ausbreitung verhindert

[98].
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NETs enthalten eine Vielzahl antimikrobieller Komponenten, darunter Proteasen,
antimikrobielle Peptide und Histone, die zur direkten Schidigung oder Abtotung
gebundener Erreger beitragen konnen [22]. Insbesondere gegeniiber Pathogenen, die
aufgrund ihrer GroB3e oder Morphologie einer intrazelluldren Elimination entzogen sind,

wie etwa Pilzhyphen, kommt NETs eine besondere Bedeutung zu [19].

Neben diesen direkten antimikrobiellen Effekten tragen NETs auch zur Regulation der
Immunantwort bei. NET-assoziierte Proteasen konnen die Aktivitdt von Zytokinen und

Chemokinen modulieren und so entziindliche Prozesse beeinflussen [16, 38].

1.24 NET-vermittelte Pathologien

Neben ihrer protektiven Funktion sind NETs auch an der Entstehung und Progression
verschiedener pathologischer Prozesse beteiligt. Eine iiberschieBende oder fehlregulierte
NET-Bildung kann dabei selbst zum Treiber von Gewebeschidigung,

Entziindungsverstarkung und thrombotischen Komplikationen werden [44, 104].

1.24.1 Die Rolle der NETSs bei Sepsis

Im Rahmen einer Sepsis kommt es im Zuge der NET-Freisetzung neben protektiven
Effekten zu Mechanismen, die zur Verstiarkung der septischen Organschidigung fiihren
konnen [74]. Ein zentraler Pathomechanismus ist die Schidigung des Endothels durch die
zytotoxische Wirkung NET-assoziierter Histone [123]. Weitere NET-Komponenten wie
Defensine erhohen die endotheliale Permeabilitit, wihrend die neutrophile Elastase durch
die Degradation extrazelluldrer Matrixstrukturen Zell-Zell-Verbindungen destabilisiert

[104].

NETs biindeln dabei verschiedene neutrophile Pathogenitétsfaktoren, einschlieBlich
reaktiver Sauerstoffspezies und proteolytischer Granulaproteine, und kdnnen iiber diese
konzentrierte extrazelluldre Prasentation wesentlich zur Gewebe- und Organschidigung

im Rahmen der Sepsis beitragen [59].




Einleitung

1.2.4.2 NETSs und Himostase

Es gibt mehrere NET-vermittelte Mechanismen, die Thrombosen begiinstigen,

umgekehrt konnen thrombotische Prozesse auch die NET-Bildung fordern [104].

Im Rahmen von Thrombosen kommt es hypoxiebedingt zur vermehrten Freisetzung des
von-Willebrand-Faktors (VWF) sowie von P-Selektin, was zur Rekrutierung von

Neutrophilen fiihrt und einen Ausldser der NETose darstellt [46].

Die intravasale Bildung von NETs entfaltet ausgeprdgte prokoagulatorische und
prothrombotische Effekte, da NETs als strukturelles Geriist fiir die Anlagerung von
Thrombozyten und Erythrozyten dienen. Dadurch werden die Thrombozytenaggregation
sowie die Fibrinablagerung gefordert [50]. Dariiber hinaus konnen NETs den
prokoagulatorischen Faktor XIla rekrutieren und somit den intrinsischen Gerinnungsweg
initileren. Im Rahmen der lytischen NETose wird zusitzlich Tissue Factor (TF)
freigesetzt, der als zentraler physiologischer Initiator der Gerinnungskaskade gilt [59,

104].

1.2.4.3 NETs in der Tumorbiologie

Zwischen NETs und Tumorerkrankungen bestehen vielfiltige Wechselwirkungen.
Beispielsweise fiihrt eine erhdhte Expression von Granulozyten-Kolonie-stimulierendem
Faktor (G-CSF) in vielen Tumoren zu einer gesteigerten systemischen NETose [41] und

begilinstigt so NET-assoziierte Komplikationen wie Thrombosen [104].

Ferner konnen NETs als proinflammatorisches  Signal eine  vermehrte
Tumorzellproliferation begiinstigen [59]. Zusidtzlich koénnen NETs in tumorfreiem
Gewebe eine metastatische Nische bilden, da sie sich in der Mikrozirkulation von
Organen ablagern und hier eine Anhaftung von zirkulierenden Tumorzellen erleichtern
[39, 59]. Ein weiterer Mechanismus besteht darin, dass NETs Tumorzellen abschirmen
und sie vor der zytotoxischen Wirkung durch CD8* T-Zellen und Natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) schiitzen, indem sie den direkten Kontakt verhindern [140].
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1.2.4.4 NETSs und chirurgisches Trauma

GroB3e chirurgische Eingriffe gehen infolge von Gewebetrauma mit einer ausgepragten
sterilen Entziindungsreaktion einher, die eine frithe Aktivierung neutrophiler
Granulozyten und die Freisetzung von NETs als spezifische Aktivierungsform der

angeborenen Immunantwort umfasst [93, 104, 119].

Eine iiberschieBende oder fehlregulierte NET-Bildung wird auch bei steriler
Inflammation als potenzieller Verstirker entziindlicher und hédmostatischer Prozesse

diskutiert und ist somit nicht auf infektiose Situationen beschriankt [44, 65].

1.2.5 Nachweis und Quantifizierung von NET's

Die Entdeckung der NETs durch Brinkmann et al. im Jahre 2004 fiihrte zur Entwicklung
verschiedener Methoden zum Nachweis und zur Quantifizierung. Zunichst wurden
mittels Elektronenmikroskopie morphologische Details wie die Auflosung der

Kernmembran oder die Visualisierung der netzartigen Struktur dargestellt [22, 49].

In der Folge wurde zunehmend die Fluoreszenzmikroskopie als weitere Methode
etabliert, welche mittels fluoreszierender Antikdrper gegen Histone, MPO oder
citrullinierte Proteine eine direkte und gezielte Visualisierung ermoglichte [67]. Trotz

hoher Spezifitdt ist die Methode jedoch subjektiv und untersucherabhingig [26].

Zur quantitativen Erfassung von NETs wurden dariiber hinaus indirekte Verfahren
entwickelt, insbesondere Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-basierte
Ansitze zum Nachweis von MPO-Desoxyribonucleinsdure (DNA)-Komplexen. Diese
erfassen jedoch ausschlielich 16sliche NET-assoziierte Komponenten, erlauben keine
direkte Bestimmung der Anzahl NET-bildender Zellen und koénnen zudem durch

apoptotische oder nekrotische Prozesse beeinflusst werden [29].

Eine Weiterentwicklung stellte die Einfithrung der Durchflusszytometrie dar, welche eine
objektive, schnelle und reproduzierbare Quantifizierung von NET-bildenden Zellen
ermoglichte [53]. Spdtere Verbesserungen, wie die Verwendung von unfixiertem
Vollblut, erhdhten die praktische Anwendbarkeit der Methode im klinischen Alltag
zusétzlich [79].
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1.3  Gerinnungssystem
1.3.1 Primiire (zellulire) Himostase

Die primdre Hdmostase oder auch zelluldire Himostase, dient der schnellen Blutstillung
durch Ausbildung eines Thrombozytenpfropfs. Sie unterteilt sich in die drei Phasen
Adhision, Aktivierung und Aggregation. Bei der Adhision haften die Thrombozyten an
geschddigtem Endothel. Dies wird durch das Freilegen von subendothelialen
Bindegewebsproteinen, an die sich der Glykoprotein Ib- Rezeptor und der von-
Willebrand-Faktor binden konnen, vermittelt. AnschlieBend kommt es in der
Aktivierungsphase zu einer Freisetzung von Mediatoren wie Adenosindiphosphat (ADP),
Thromboxan A und pléttchenaktivierendem Faktor (PAF). Dies fiihrt zur Ausbildung
von Pseudopodien und zur Exposition prokoagulatorischer Phospholipide auf der
Thrombozytenoberfliche, wodurch der Gerinnungsprozess weiter gefordert wird. In
einem letzten Schritt folgt die Aggregation, vermittelt iiber den Glykoprotein IIb/IIla—
Rezeptor, welcher Fibrinogen bindet, sodass es zur Anlagerung weiterer Thrombozyten

und somit Bildung eines Thrombozytenpfropfes (,,weiler Thrombus*) kommt [51].

1.3.2 Sekundire (plasmatische) Himostase

Die sekundire Hamostase flihrt zur Ausbildung eines stabilen Fibrinnetzes, das den in der
primiren Himostase gebildeten Thrombozytenpfropf dauerhaft absichert. Dabei wird die
sogenannte Gerinnungskaskade in Gang gesetzt, die sich in zwei Aktivierungswege
unterteilen ldsst: den extrinsischen und den intrinsischen Weg (siehe Abbildung 3). Der
extrinsische Weg wird durch die Freisetzung des TF bei Endothelverletzungen gestartet,
was zur Aktivierung von Faktor VII (Proconvertin) fiihrt. Zur Initiierung des intrinsischen
Wegs kommt es durch den Kontakt von Faktor XII (Hageman-Faktor) mit negativ
geladenen Oberfldchen, wie freiliegendem Kollagen. Beide Wege fithren zu einer
Aktivierung des Faktors X (Stuart-Power-Faktor) und leiten somit die gemeinsame
Endstrecke ein. Im weiteren Verlauf wird Prothrombin (Faktor II) in Thrombin
umgewandelt, das die Konversion von Fibrinogen (Faktor I) zu Fibrin katalysiert. Das
Fibrin bildet ein Netz, welches den Thrombus ldngerfristig stabilisiert und somit die

Stabilitdt des Gerinnsels gewédhrleistet [64].
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Abbildung 3: Uberblick iiber die Gerinnungskaskade. Dargestellt sind der extrinsische (orange) und
der intrinsische (griin) Aktivierungsweg der Gerinnungskaskade sowie die gemeinsame Endstrecke (blau).
Der extrinsische Weg wird durch den Tissue Factor initiiert, der intrinsische Weg durch
Kontaktaktivierung. Beide Wege miinden in die Aktivierung von Faktor X. In der gemeinsamen Endstrecke
filhrt die Thrombinbildung zur Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin und zur Stabilisierung des
Fibrinnetzes durch Faktor XIIIa. Modifiziert nach [62].

1.3.3 Fibrinolyse und Gerinnungsregulation

Nach Abschluss der Gerinnselbildung setzt die Fibrinolyse als regulierter Abbauprozess
des Fibringerinnsels ein, der der Wiederherstellung der GefdBdurchgingigkeit dient.
Zentraler Mediator der Fibrinolyse ist Plasmin, das aus seinem inaktiven Vorldufer
Plasminogen durch Aktivatoren wie den Gewebesplasminogenaktivator (t-PA) oder
Urokinase gebildet wird. Plasmin spaltet das Fibrin des Gerinnsels und inaktiviert dartiber
hinaus verschiedene Faktoren der Gerinnungskaskade. Somit wird nicht nur der Abbau
des Gerinnsels gefordert, sondern auch die weitere Gerinnung gehemmt. Insgesamt stellt
die Regulation von Hdmostase und Fibrinolyse ein hochkomplexes, dynamisches System
dar, das physiologisch sowohl eine effektive Blutstillung als auch die Wiederherstellung
der GefidBdurchgingigkeit gewdhrleistet. Das Zusammenspiel aktivierender und
hemmender Mechanismen ist dabei entscheidend, um sowohl {iberschieende Blutungen

als auch thrombotische Ereignisse zu verhindern [64].
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1.3.4 Immunothrombose

Das Konzept der Immunothrombose beschreibt das koordinierte Zusammenspiel
immunologischer und himostaseologischer Mechanismen zur lokalen Einddmmung von
Infektionen. Im Gegensatz zum klassischen Verstindnis der Thrombose als primér
pathologische Fehlregulation der Himostase erweitert die Immunothrombose dieses Bild
um eine physiologische Schutzfunktion. Durch die gezielte Bildung von Gerinnseln
insbesondere in der Mikrozirkulation konnen Krankheitserreger lokal immobilisiert und
thre systemische Ausbreitung begrenzt werden, zugleich wird die Zirkulation

geschidigter oder infizierter Wirtszellen eingeschrénkt [44].

Die Immunothrombose kann auf unterschiedliche Art ausgelost werden. Neben direkter
Aktivierung durch bakterielle Strukturen, spielen auch negativ geladene Oberflichen eine
Rolle, iiber die das intrinsische Gerinnungssystem aktiviert wird. Zusétzlich fiihrt die
Aktivierung von Endothelzellen zur Freisetzung von TF und damit zur Initiierung des

extrinsischen Gerinnungswegs.

Eine zentrale Rolle innerhalb dieses Konzepts kommt den NETs zu, die unter anderem
durch die Bereitstellung eines prokoagulatorischen Geriistes und der Présentation
gerinnungsaktiver Molekiile diesen Prozess verstirken [96]. NETs fungieren hierbei als
strukturgebendes Bindeglied zwischen der angeborenen Immunantwort und der
Aktivierung von Thrombozyten sowie der plasmatischen Gerinnung und sind damit an

der Auslosung und Aufrechterhaltung immunothrombotischer Prozesse beteiligt [40, 44].

Im Rahmen einer Sepsis kann es zu einer unkontrollierten iiberschiefenden Aktivierung
der Immunothrombose kommen [44]. Insbesondere durch das Zusammenspiel zwischen
NETSs, Thrombozyten und Thrombin kann die resultierende Mikrozirkulationsstérung
daher eine Multiorganschiadigung begiinstigen [32, 96]. Somit kann die
Immunothrombose nicht nur physiologisch einen Teil zur Immunantwort beitragen,

sondern bei dysregulierter Aktivierung auch schwere pathologische Folgen haben.

1.3.5 Wechselwirkung zwischen Himostase und Sepsis

Zwischen Hémostase und Inflammation besteht eine enge bidirektionale
Wechselwirkung. Schwere systemische Infektionen konnen dieses physiologische

Zusammenspiel erheblich beeintrdchtigen und {iber multiple inflammatorische und
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endotheliale Mechanismen eine Dysregulation der Gerinnung ausldsen, die bei einem

Grofiteil der Betroffenen klinisch relevante Gerinnungsstérungen nach sich zieht [83].

Proinflammatorische Zytokine bewirken eine Induktion des TF auf Monozyten und
Endothelzellen und initiieren dadurch eine Aktivierung der extrinsischen
Gerinnungskaskade und somit eine Thrombinbildung. Thrombin fiihrt nicht nur zur
Fibrinbildung und fordert die Gerinnselbildung, sondern verstdrkt als
proinflammatorischer Mediator ebenfalls die Entziindungsreaktion [83]. Durch die

gegenseitige Verstarkung kann ein Teufelskreis entstehen.

Im Rahmen der Sepsis ist das Gleichgewicht zwischen Gerinnungsférderung und
Gerinnungshemmung  gestort. Wichtige antikoagulatorische Mechanismen und
Mediatoren wie Antithrombin, das Protein-C-System sowie der Tissue-Factor-Pathway-
Inhibitor (TFPI) sind herabreguliert, wihrend simultan die Fibrinolyse liber einen Anstieg
des Plasminogenaktivator-Inhibitors-1 (PAI-1) gehemmt wird [82]. Beide Mechanismen
tragen letztlich zu einer prokoagulatorischen Situation bei und begiinstigen die potenziell

lebensbedrohliche Entstehung einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC).

Im Rahmen der DIC kommt es durch eine massive Dysregulation der Hamostase zur
ubiqitidren Bildung mikrovaskuldrer Thromben, was direkt zu Endorganschidden fiihren
kann. Gleichzeitig fiihrt der iibermidfige Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und
Thrombozyten zu einem Mangel dieser und somit zu einer erhdhten Blutungsneigung
[52]. Die fehlregulierte Hdmostase ist damit ein wesentlicher Faktor der komplexen
Pathophysiologie der Sepsis, die sowohl thrombotische als auch hdmorrhagische

Komplikationen fordert.

1.4  Charakterisierung von systemischen Inflammationszustinden in der

operativen Intensivmedizin
14.1 Sepsis

Seit 2016 gibt es eine erneuerte Definition fiir Sepsis, erstellt von der Sepsis-3-Taskforce,
einer Arbeitsgruppe der European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) und der
Society of Critical Care Medicine (SCCM). Sepsis ist hier definiert als akut
lebensbedrohliche Organdysfunktion, hervorgerufen durch eine dysregulierte

korpereigene Reaktion auf eine Infektion [132].
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Angezeigt wird diese Organdysfunktion durch einen Anstieg des Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA)-Scores von > 2 Punkten. Der Score kann Werte zwischen 0
und 24 annehmen, wobei sechs verschiedene Organsysteme beriicksichtigt werden. Je
Organsystem werden bis zu vier Punkte fiir die Dysfunktion vergeben. Ein Anstieg um
>2 Punkte geht bei stationdr behandelten Patienten mit Infektion auBerhalb von
Intensivstationen (ITS) mit einem Letalitétsrisiko von {iber 10 % einher [132, 148]. Der
SOFA-Score ist jedoch recht aufwendig zu bestimmen und wird daher fiir die Anwendung

aufBBerhalb der ITS als ungeeignet beschrieben [25].

Zur raschen Identifikation von Patientinnen und Patienten mit erhohtem Risiko fiir einen
schweren Verlauf bei Verdacht auf eine Infektion wurde der quick Sequential Organ
Failure Assessment (QSOFA)-Score eingefiihrt. Er basiert auf drei klinisch einfach zu
erhebenden Parametern: einer Atemfrequenz von > 22 / min, einem verdnderten mentalen
Status (Glasgow Coma Scale [GCS] < 15) sowie einem systolischen Blutdruck < 100
mmHg [132].

Der qSOFA-Score weist eine vergleichsweise hohe Spezifitit fiir das Vorliegen einer
Sepsis auf, wird aber aufgrund seiner begrenzten Sensitivitit nicht als alleiniger
Screeningtest empfohlen [25, 47]. Die aktuelle S3-Leitlinie empfiehlt stattdessen die
regelmifige Anwendung eines geeigneten Screeninginstruments auflerhalb der
Intensivstation, um eine Sepsis frithzeitig zu erkennen. Als mogliches Vorgehen wird die
kombinierte Nutzung mehrerer Scores mit komplementéren Eigenschaften, wie etwa des

spezifischeren gSOFA mit den sensitiveren SIRS-Kriterien, vorgeschlagen [25].

1.4.2 Historische Sepsisdefinitionen und das SIRS-Konzept

In den fritheren Sepsisdefinitionen, der Sepsis-1-Definition von 1992 und der Sepsis-2-
Definition von 2001, wurde zwischen dem systemischen inflammatorischen Response-
Syndrom (SIRS) und Sepsis unterschieden [17, 84]. Sepsis wurde dabei als systemische
Entziindungsreaktion auf eine Infektion definiert, wihrend das SIRS vergleichbare
systemische Inflammationsreaktionen beschreibt, die auch ohne infektidsen Ausloser

auftreten konnen.

Das SIRS wurde anhand klinischer und laborchemischer Kriterien definiert. Es lag vor,

wenn mindestens zwei der folgenden Kriterien erfiillt waren: Korpertemperatur > 38°C
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oder < 36°C, Herzfrequenz > 90 / min, Atemfrequenz > 20 / min oder Hyperventilation
mit  einem arteriellen Kohlendioxidpartialdruck (pCO2) < 32 mmHg in der
Blutgasanalyse (BGA) sowie eine Leukozytose > 12.000 / ul, eine Leukopenie <4000 / ul

oder ein Anteil unreifer neutrophiler Granulozyten > 10 %.

Die Diagnose einer Sepsis wurde nach den Sepsis-1- und Sepsis-2-Definitionen gestellt,
wenn mindestens zwei der SIRS-Kriterien erfiillt waren und diese systemische Reaktion

auf eine Infektion zuriickgefiihrt werden konnte [17, 84].

Mit der Einfilhrung der Sepsis-3-Definition wurde das SIRS nicht mehr als
Definitionskriterium der Sepsis berticksichtigt [ 132]. Hauptgrund hierfiir war die geringe
Spezifitdt der SIRS-Kriterien, die haufig auch bei nichtinfektiosen Zustinden erfiillt sind
und somit keine ausreichende Trennschirfe zwischen infektioser und steriler
Inflammation erlauben [24, 132]. Die Sepsis-3-Taskforce betonte jedoch ausdriicklich,
dass SIRS-Kriterien weiterhin einen hohen Stellenwert fiir die Erkennung systemischer
Entziindungsreaktionen und moglicher Infektionen besitzen, insbesondere aufgrund ihrer

hohen Sensitivitdt [132].

Die Aufgabe des SIRS als Bestandteil der Sepsisdefinition wird bis heute kontrovers
diskutiert. Kritisch angemerkt wird insbesondere, dass eine stirkere Fokussierung auf
Organdysfunktion und Mortalititspradiktion durch SOFA-basierte Scores mit dem Risiko
einer verzogerten Sepsisdiagnose einhergehen kann [37, 43, 131]. Vor allem im
intensivmedizinischen und perioperativen Kontext besteht eine erhebliche Uberlappung
zwischen infektioser Sepsis und nichtinfektioser systemischer Inflammation [106, 132].
Daher hat das SIRS auch weiterhin einen hohen Stellenwert und seine Berechtigung. Im
aktuellen Update der S3-Leitlinie Sepsis werden daher explizit wieder die SIRS-Kriterien

als ein mogliches Screening-Tool mit hoher Sensitivitét fiir die Sepsis erwéhnt [25].

143 Abgrenzung von Sepsis und steriler systemischer Inflammation

Die Diagnosestellung einer Sepsis stellt die Behandler insbesondere bei kritisch kranken
Patienten vor eine groe Herausforderung [147]. Im Jahr 2017 wurden weltweit etwa 11,0
Millionen sepsisassoziierte Todesfalle geschitzt, was 19,7 % aller weltweiten Todesfalle
entspricht, wobei die Mortalitdt erheblich zwischen verschiedenen Landern variiert [121].

In Deutschland liegt die 30-Tage-Sterblichkeit hospitalisierter Sepsispatienten bei etwa

15



Einleitung

26,5 % [12]. Daher ist eine mdglichst frithe Diagnose entscheidend, um umgehend eine
Behandlung einzuleiten [114], denn mit jeder Stunde Verzogerung der Behandlung steigt
die Mortalitdt stark an [128]. Zudem existiert kein universell akzeptierter Goldstandard,
eine Sepsis zu diagnostizieren, insbesondere die Unterscheidung von einer infektidsen
und einer nichtinfektiosen Ursache einer klinischen Verschlechterung ist anspruchsvoll

[76].

144 Diagnostik Sepsis

Die Diagnose Sepsis beruht auf einer akut lebensbedrohlichen Organdysfunktion, die auf
eine dysregulierte korpereigene Reaktion, hervorgerufen durch eine Infektion,
zuriickgeht [132]. Insbesondere der Nachweis dieser Infektion kann schwierig sein und
fullt auf verschiedenen Aspekten. Klinische Parameter wie zum Beispiel eine Hyper- oder
Hypothermie, Blutwerte und Biomarker, ein klinischer Fokus wie beispielsweise triiber
Urin, aber auch der kulturelle Nachweis des Erregers spielen eine wichtige Rolle. Diese
Verianderungen sind allerdings nicht immer vorhanden und auch gerade bei kritisch
kranken Patienten nicht immer auf eine Infektion zuriickzufiihren [77, 147]. Bei Patienten
mit Sepsis sind in bis zu ca. 40% der Blutkulturen keine Erreger nachweisbar [110], die
Sensitivitdt nimmt insbesondere deutlich ab, wenn bereits eine antimikrobielle Therapie

eingeleitet wurde [35].

Insbesondere bei kritisch-kranken chirurgischen Patienten auf ITS ist es daher sehr
schwer zu differenzieren, ob eine systemische Inflammationsreaktion durch eine
Infektion oder sterile Inflammation nach einer Operation oder einem anderen Trauma
begriindet ist. Auch géngige Scores wie SIRS-Kriterien, der SOFA- und qSOFA-Score,
sind teilweise nur bedingt geeignet, diese Unterscheidung zu treffen, da diese Kriterien

bei der Mehrzahl dieser Patienten erhdht sind [69, 71].

14.5 Biomarker der Sepsis

Biomarker konnen zur Diagnosefindung und Identifizierung eines pathologischen
Zustands genutzt werden, die Schwere einer Erkrankung anzeigen und diese
klassifizieren, als Prognosemarker dienen oder zur Uberwachung und Vorhersage von

Interventionen niitzlich sein [15].
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Zu den am besten untersuchten Biomarkern zur Identifikation der Sepsis gehoren C-
reaktives Protein (CRP) und Procalcitonin (PCT). Das CRP gehort zu den Akut-Phase-
Proteinen und wird hauptsédchlich hepatisch gebildet. Es wird bei Gewebeverletzungen,
Infektionen und  Inflammation  ausgeschiittet und  ist als  ldslicher
Mustererkennungsrezeptor in der Lage Strukturen wie Lipopolysaccharide,
Phosphorylcholin und Lysophosphatidylcholin zu binden [102]. Die Synthese wird
hauptsidchlich durch Interleukin (IL)-6, IL-1B und Tumornekrosefaktor (TNF)-a
angeregt, wobei ein Anstieg erst nach 4 bis 6 Stunden zu beobachten ist, mit dem
Hochstwert nach 36 bis 48 Stunden [45, 113]. Es ist ein guter Indikator fiir Inflammation,
mit einer guten Sensitivitdt, aber zeigt nicht nur im Rahmen einer Infektion erhdhte
Werte, sondern auch postoperativ, bei autoimmun- und rheumatisch erkrankten Patienten

[113, 124].

PCT wird unter normalen Umsténden in den parafollikuldren Zellen der Schilddriise
produziert und im Golgi-Apparat gespeichert. Im Falle einer systemischen Infektion wird
CALC-1, das Gen, auf dem das PCT codiert ist, in allen Zellen des Organismus
hochreguliert und folglich auch vermehrt in den Blutfluss abgegeben [5]. Die Synthese
wird ebenfalls durch die proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1B und TNF-a, aber
auch direkt durch Lipopolysaccharide, angeregt. Das vor allem bei viralen Infektionen
ausgeschiittete Interferon-y reduziert jedoch die PCT-Produktion [45]. Zwei Stunden
nach der Stimulation lésst sich ein PCT-Anstieg beobachten, der Hohepunkt ist nach etwa
12 bis 24 Stunden erreicht, die Halbwertszeit betrigt etwa 24 Stunden [113]. Die Infektion
kann zwar somit frither angezeigt werden, als beim CRP und die Spezifitit ist etwas
besser, dennoch kann eine sichere Unterscheidung zwischen Infektion und nicht-

infektioser Inflammation nicht getroffen werden [5, 76, 139].

Es gibt noch einige weitere Biomarker die klinisch eingesetzt und viele weitere, die
aktuell noch erforscht werden. Bislang hat sich jedoch kein Marker im klinischen Alltag
zusitzlich zu den etablierten Parametern durchgesetzt, der eine bessere Diskriminierung
zwischen Sepsis und anderen systemischen Inflammationsreaktionen ermdoglicht,

weshalb hier auch weiterhin ein grof8er Forschungsbedarf besteht [76, 102, 147].
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1.5 Grofle abdominelle chirurgische Eingriffe

GroBle abdominelle chirurgische FEingriffe bilden die Basis fiir die Behandlung
schwerwiegender Erkrankungen der inneren Organe, wie maligner Tumoren,
entzlindlicher Darmerkrankungen oder schwerer Notfédlle. Diese Eingriffe sind
groftenteils unerldsslich fiir die Therapie der Patienten, gehen aber auch mit speziellen

Risiken einher und kdnnen mit schwerwiegenden Komplikationen einhergehen [42].

1.5.1 Praoperative Risikofaktoren

Patientinnen und Patienten, die sich groBen abdominalchirurgischen Eingriffen
unterziechen, weisen héufig eine komplexe prioperative Morbiditdt auf, darunter
fortgeschrittene maligne Erkrankungen, die mit einem erhdhten Risiko fiir postoperative
Komplikationen assoziiert sind [8]. Dariiber hinaus kann die Immunkompetenz dieser
Patientengruppe eingeschrinkt sein, etwa infolge onkologischer Therapien wie
Chemotherapie. Auch die Tumorerkrankung selbst kann unabhingig von therapeutischen
MaBnahmen zu einer systemischen Immunsuppression fiihren, die durch tumorassoziierte

immunmodulatorische Mechanismen vermittelt wird [145].

1.5.2 Typische postoperative Komplikationen

Nach groflen viszeralchirurgischen Eingriffen besteht ein hohes Risiko fiir lokale und
systemische postoperative Komplikationen. In einer prospektiven Kohortenstudie mit
861 Patientinnen und Patienten, die zwischen 2009 und 2014 am VU University Medical
Center in Amsterdam durchgefiihrt wurde, traten bei 42,4 % postoperative
Komplikationen auf, von denen 24,5 % als schwerwiegend (Clavien-Dindo Grad IIT und
hoher [42]) klassifiziert wurden [137]. Zu den relevanten postoperativen Komplikationen
zdhlen unter anderem Anastomoseninsuffizienzen, intraabdominelle Abszesse,
Wundinfektionen und Pneumonien sowie systemische Komplikationen wie SIRS oder

postoperative Sepsis.

Die 30-Tage Mortalitdtsrate betrug in der oben genannten Studie 1 - 2,5 %, war bei
Patienten mit schwerwiegenden Komplikationen, insbesondere bei
Anastomoseninsuffizienz mit konsekutiver Sepsis aber signifikant erhoht [137]. Diese

Zahlen sind exemplarisch und kénnen in Abhéngigkeit vom Patientenkollektiv, der
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Operationsmethode und weiteren Risikofaktoren variieren. Sie verdeutlichen jedoch die
erhebliche klinische und prognostische Bedeutung postoperativer Komplikationen nach

groflen viszeralchirurgischen Eingriffen.

1.5.3 Pathophysiologie der postoperativen systemischen Inflammation

Jeder chirurgische Eingriff geht mit einer Gewebeschiddigung einher, die eine lokale
Entziindungsreaktion und Aktivierung des Immunsystems auslost. Insbesondere nach
grolen operativen Eingriffen kann diese lokale Antwort in eine systemische
Inflammationsreaktion iibergehen. Dies kann sowohl infektids bedingt sein, also im
Rahmen der Auseinandersetzung des Organismus mit einem oder mehreren Erregern
auftreten, als auch durch nichtinfektidse Reize ausgelost werden, die unmittelbar mit dem

chirurgischen Trauma und der perioperativen Belastung assoziiert sind [4, 34, 120].

Im Folgenden werden die pathophysiologischen Mechanismen der sterilen
postoperativen Inflammation ndher betrachtet. Auf zelluldrer Ebene fiihrt der operative
Stress zur Initiierung einer frithen immunologischen Aktivierungsreaktion, die durch die
Freisetzung endogener Signalmolekiile, sogenannter damage-associated molecular
patterns (DAMPs), vermittelt wird [34, 120]. Ziel dieser Reaktion ist die Einleitung von
Reparaturprozessen, die iiber eine initiale inflammatorische Phase wund ein

nachgeschaltetes regeneratives Programm gesteuert werden [157].

DAMPs weisen strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zu PAMPs auf, die von
exogenen Erregern stammen. DAMPs und PAMPs konnen {iber teilweise tiberlappende
PRRs erkannt werden [120]. Bekannte PRRs sind unter anderem Toll-like-Rezeptoren
(TLR) sowie zytoplasmatische ,,nucleotide-binding-oligomerization-domain® (NOD)-

artige Rezeptoren [2].

Sowohl endogene DAMPs wie High Mobility Group Box 1 (HMGBI1) als auch exogene
PAMPs wie Lipopolysaccharide (LPS) konnen beispielsweise beide iiber TLR4
neutrophile Granulozyten aktivieren und iiber nachgeschaltete, unter anderem ROS-

abhingige Signalwege zur Freisetzung von NETs fiihren [31, 104].

Grofle abdominalchirurgische Eingriffe gehen dabei mit perioperativen Stimuli einher,
die als Trigger der NETose beschrieben sind, darunter insbesondere Ischidmie-

Reperfusionsprozesse sowie endotheliale Schadigungen [54, 56, 153].
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NETs nehmen in diesem Kontext eine zentrale Rolle in sterilen Inflammationsprozessen
ein, da sie sowohl inflammatorische als auch hdmostatische Verdnderungen modulieren
[44, 104]. Eine iiberschieBende oder dysregulierte NET-Bildung kann dabei zur
Verstirkung der systemischen Inflammationsreaktion beitragen und potenziell

schiadigende Effekte entfalten [65, 104].

1.6  Zielsetzung

Postoperative  Inflammationsreaktionen  sind bei  Patienten mit  groflen
abdominalchirurgischen Eingriffen eine relevante Herausforderung im klinischen Alltag.
Durch ausgedehnte Gewebetraumen, perioperative Blutverluste und
entziindungsfordernde Mechanismen wird eine Immunantwort ausgeldst, die eine
frithzeitige =~ Unterscheidung  einer  sterilen  postoperativen  systemischen

Inflammationsreaktion von einer Sepsis erschwert [4, 85].

Vor diesem Hintergrund konnte die Quantifizierung von NETs einen vielversprechenden
Ansatz zur Charakterisierung frither systemischer Inflammationsreaktionen darstellen
und zur besseren Einordnung steriler und infektidser Entziindungszustidnde beitragen

[32].

Neben ihrer Rolle in der angeborenen Immunantwort werden NETs zudem als
funktionelle Schnittstelle zwischen Inflammation und Hamostase beschrieben, da sie als
struktur- und funktionsgebende Plattform fiir Interaktionen zwischen neutrophilen
Granulozyten, Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren fungieren [44, 96]. Eine
gemeinsame Betrachtung von NET-assoziierten Verdnderungen und hédmostatischen

Parametern im perioperativen Setting ist daher konzeptionell schliissig.

Das Ziel dieser Studie ist es, NET-assoziierte Verdnderungen neutrophiler Granulozyten
nach groBlen abdominalchirurgischen Eingriffen mittels Durchflusszytometrie zu
quantifizieren und deren perioperativen Verlauf zu charakterisieren. Ergdnzend soll die
prinzipielle Eignung eines durchflusszytometrischen Ansatzes zur Quantifizierung
zelluldrer NET-assoziierter Verdnderungen im perioperativen intensivmedizinischen
Setting evaluiert werden. Die Durchflusszytometrie wurde gewihlt, da sie eine zeitnahe,
hochdurchsatzfahige Analyse zelluldrer Verdnderungen erlaubt und somit besonders fiir

den Einsatz im perioperativen klinischen Setting geeignet ist [53, 79].
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Weiterhin sollen serologische Marker neutrophiler Aktivierung untersucht und deren
zeitliche Verdnderungen mit den zelluliren NET-assoziierten Parametern verglichen
werden. Zudem soll untersucht werden, ob NET-bezogene Parameter mit Verdnderungen

der perioperativen Gerinnung assoziiert sind.

Explorativ soll ferner gepriift werden, ob zelluldire NET-assoziierte Verdnderungen im
perioperativen Verlauf mit klinischen Parametern der Organdysfunktion in Beziehung

stehen.

Zur Beantwortung der Zielsetzung werden folgende Hypothesen aufgestellt:

Haupthypothese

H1: Nach groB3en abdominalchirurgischen Eingriffen kommt es zu einem signifikanten
Anstieg des Anteils neutrophiler Granulozyten mit NET-assoziierten Merkmalen

im peripheren Blut.

Subhypothesen:

H2: Zwischen den =zelluldiren NET-assoziierten Verdnderungen und etablierten
Inflammationsparametern sowie serologischen Markern neutrophiler Aktivierung

besteht im perioperativen Verlauf ein Zusammenhang.

H3: Zellulire NET-assoziierte Verdnderungen neutrophiler Granulozyten korrelieren

mit prokoagulatorischen Verdanderungen der perioperativen Gerinnung.
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2 Material und Methoden

2.1  Studiendesign

Die vorliegende Dissertation basiert auf einer monozentrischen, prospektiven Proof-of-
Concept-Studie, die auf die Machbarkeit und explorative Anwendung eines
durchflusszytometrischen NET-Nachweises im klinischen Setting in unterschiedlichen
Entziindungskonstellationen ausgerichtet war [126]. Die Studie wurde im Zeitraum von
Oktober 2018 bis Mérz 2019 an der Klinik fiir Andsthesiologie, operative Intensivmedizin
und Schmerztherapie des Universitdtsklinikums GieBen und Marburg (UKGM), Standort
Giellen, durchgefiihrt.

Die Studie wurde nach Genehmigung durch die zustindige Ethikkommission
(Aktenzeichen AZ 86/18) sowie Registrierung im Deutschen Register Klinischer Studien
(DRKS00013584) durchgefiihrt.

Insgesamt wurden 80 Patientinnen und Patienten in die Gesamtstudie eingeschlossen und

in vier Kollektive mit jeweils 20 Personen eingeteilt.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf dem Kollektiv von 20 Patientinnen und
Patienten, die sich komplexen elektiven abdominalchirurgischen Eingriffen unterzogen
hatten. Dieses Subkollektiv wurde prospektiv untersucht und bildet die Grundlage aller

in dieser Dissertation dargestellten Analysen.

Die weiteren Kollektive der Gesamtstudie umfassten Patientinnen und Patienten nach
elektiven herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine, ein
Kollektiv mit septischem Schock gemil3 den Kriterien der S3-Leitlinie Sepsis [24], sowie
eine hierzu gematchte Kontrollgruppe. Das Matching erfolgte unter Beriicksichtigung
von Alter, Geschlecht und relevanten Vorerkrankungen, darunter maligne Erkrankungen,
arteriosklerotische GefdBerkrankungen (koronar, zerebral oder peripher), chronische

Nierenerkrankungen und Diabetes mellitus.

Die Durchfiihrung der Studie wurde durch Mittel des Deutschen Zentrums fiir

Infektionsforschung (DZIF) unterstiitzt (Grant-Nr. TT 07.001 Schneck 00).
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2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Alle eingeschlossenen Personen mussten volljahrig sein und im Vorfeld der Teilnahme
an der Studie, nach ausfiihrlicher Aufkldrung, schriftlich zustimmen. Weitere
Einschlusskriterien sind das Erfiillen von mindestens zwei der SIRS-Kriterien
postoperativ [84]. Bei den Operationen musste es sich um elektive komplexe
abdominalchirurgische Eingriffe wie Operationen nach Whipple, offene Kolektomien,

Osophagusresektionen oder vergleichbar groBe Eingriffe handeln.

Von der Studienteilnahme ausgeschlossen wurden Patienten unter 18 Jahren, Schwangere
sowie Personen mit hochgradigen Herzklappenstenosen oder -insuffizienzen (III°),
floriden Autoimmunerkrankungen, aktiven malignen hamatologischen
Grunderkrankungen oder Erkrankungen, die eine immunsuppressive Therapie erfordern.
Weitere Ausschlusskriterien waren akute Infektionen vor Studieneinschluss, kardiogener
Schock, Notfalloperationen sowie eine prioperative Behandlung mit einer

extrakorporalen Membran-Oxygenierung oder intraaortaler Ballonpumpe.

2.3  Untersuchungszeitpunkte und Studienablauf

Abbildung 4 gibt eine Ubersicht iiber die Studienzeitpunkte und die durchgefiihrten

Messverfahren.
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Abbildung 4: Schematischer Versuchsaufbau. Dargestellt sind die Untersuchungszeitpunkte der Studie
mit Blutabnahmen préoperativ, unmittelbar postoperativ sowie 24 Stunden und 72 Stunden nach dem
operativen Eingriff. Jede Blutprobe wurde einer standardisierten laborchemischen Analyse einschlielich
hidmatologischer und gerinnungsrelevanter Parameter unterzogen. Zusitzlich erfolgte eine
durchflusszytometrische Analyse zur Quantifizierung zelluldrer NET-assoziierter neutrophiler
Granulozyten. Erginzend wurden mittels ELISA die Plasmakonzentrationen von HMGB1, MPO und IL-8
bestimmt. Zur Beurteilung der perioperativen Hdmostase wurden eine Thrombelastometrie sowie eine
Impedanzaggregometrie durchgefiihrt. Mittels Thrombelastometrie wurden die Parameter CT, CFT, MCF
und LI60 bestimmt; die Thrombozytenfunktion wurde mittels ADP-, ASPI- und TRAP-Test untersucht.
Erstellt mit BioRender.com. Abkiirzungen: CRP: C-reaktives Protein, PCT: Prokalzitonin, PTT: partielle
Thromboplastinzeit, INR: International Normalized Ratio, NETs: Neutrophil Extracellular Traps, ELISA:
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, HUGB1: High Mobility Group Box I, MPO: Myeloperoxidase, IL-
8: Interleukin-8, CT: Clotting Time, CFT: Clot Formation Time, MCF: Maximum Clot Firmness, LI60:
Lysis Index at 60 min, ADP: Adenosindiphosphat, ASPI: Arachidonsdure, TRAP: Thrombin-Rezeptor-
Aktivator-Peptid.

2.4 Messmethoden

24.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur schnellen, multiparametrischen Analyse
von Zellen in Suspension. Als Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) bezeichnet
man die Erweiterung dieses Prinzips, bei der Zellen zusétzlich anhand ihrer
Fluoreszenzmerkmale sortiert werden kdnnen. Dabei macht man sich einerseits die

physikalischen Eigenschaften GroBe und Granularitit der Zellen zunutze, andererseits
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konnen die Zellen aber auch zusitzlich durch spezifische Antikdrper markiert werden,
welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Das zugrunde liegende Prinzip
basiert darauf, dass die Zellen einzeln in einem laminaren Fliissigkeitsstrom an einem
Laserstrahl vorbeigefiihrt werden (sieche Abbildung 5). Hierdurch kommt es zu einer
Lichtstreuung sowie zu einer Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe, welche dadurch Licht
einer bestimmten Wellenldnge emittieren. Dieses Licht wird durch verschiedene Spiegel

und Filter zerlegt und anschlieBend detektiert [90].

24.1.1 Funktionsweise

Bei dem durch den Laser ausgesendeten Licht handelt es sich um monochromatisches
Licht. Dieses Licht wird gebiindelt und auf die zu untersuchenden Zellen in der
Messkiivette gestrahlt. Anhand der entstehenden Lichtstreuung konnen verschiedene
Eigenschaften der zu untersuchenden Zellen bestimmt werden. Die GroBe der Zellen wird
anhand des nach antegrad gestreuten Lichts bestimmt, des sogenannten Forward Scatter
(FSC). Riickschliisse auf die Granularitdt der untersuchten Zellen lassen sich {iber das
lateral gestreute Licht ziehen, den Side Scatter (SSC), der im 90°-Winkel zur
Einfallsrichtung detektiert wird. Zusétzlich zu diesen rein physikalischen Messungen
konnen die zu untersuchenden Proben mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Meist
wird hierfiir ein spezifischer Antikdrper mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert. Die
Farbstoffe werden durch das Licht des Lasers angeregt und emittieren ein Licht mit einer
hoheren Wellenldnge. Durch die Benutzung verschiedener Linsen, Spiegel und Filter
wird das Licht aufgesammelt, geteilt und kann dann durch verschiedene Detektoren
erfasst werden. Es konnen mehrere Farbstoffe parallel untersucht werden, wodurch man
in kurzer Zeit eine grofle Anzahl Zellen auf verschiedene Eigenschaften untersuchen kann

[90].
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- Spezifischer Antikérper
N - Fluoreszenzfarbstoff

Informationen iiber:

- ZellgroBe

- Granularitit
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Abbildung 5: Funktionsweise Durchflusszytometer. Die markierten Zellen werden in einem laminaren
Probenstrom einzeln an einem Laser vorbeigefiihrt. Uber Lichtstreuung, Reflexion und Lichtemission der
fluoreszierenden Farbstoffe lassen sich Aussagen iiber die ZellgroBe, Granularitdt und spezifische
Fluoreszenzen treffen. Adaptiert nach [90].

24.1.2 Durchfiihrung

Die Durchflusszytometrie wurde eingesetzt, um den Anteil neutrophiler Granulozyten zu

quantifizieren, die NET-assoziierte zellulire Merkmale aufwiesen.

Die Vorbereitung der Proben erfolgte im Forschungslabor der experimentellen
Anisthesiologie des Uniklinikums Gief3ens, die eigentliche Durchflusszytometrie in der
spezialisierten zentralen Einrichtung Flow Cytometry Core Facility (FCCF) des Instituts
fiir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin (Prof. Dr. G. Bein) der Justus-
Liebig-Universitit GieBen. Die Messungen wurden mit dem Gerdt BD FACS Canto™ I1
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) und mittels der BD FACSDIVA
Software (Version 6.1.3, Franklin Lakes, New Jersey, USA) ausgewertet.

Als Studienprotokoll kam ein adaptiertes Protokoll nach Lee et al. [79] zum Einsatz.
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Tabelle 1: Verwendete konjugierte Antikorper. Abkiirzungen: FITC: Fluoresceinisothiocyanat, CD15:
Cluster of Differentiation 15, SSEA-1: Stage-Specific-Embryonic Antigen 1, Ser28: Serin 28, nm:
Nanometer.

Antikoérper Fluorochrom Zielstruktur
Alexa Fluor® 647 anti-Histone Alexa Fluor 647 H3-Histon
H3-Phosphorylated (Ser28) Anregung: 633 nm

Emissionsmaximum: 668 nm

FITC Anti-Myeloperoxidase- FITC Myeloperoxidase
Antikorper Anregung: 488 nm
Emissionsmaximum:519 nm
Pacific Blue™ anti-human CD15 Pacific Blue CD15
(SSEA-1) Anregung: 407 nm

Emissionsmaximum: 455 nm

2.4.1.3 Probenmaterial

Als  Ausgangsmaterial diente Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Vollblut der
Studienteilnehmer. Es wurden jeweils 100 pul des Vollbluts in 5 ml Durchflusszytometrie-

Rohren (Proberdhre 75 x 12 mm, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) iiberfiihrt.

2.4.14 Protokoll

Insgesamt wurden fiinf Messansétze durchgefiihrt. Zwei Ansitze dienten als Fluoreszenz-
Minus-One-(FMO)-Kontrollen, bei denen jeweils einer der verwendeten Antikdrper
gegen MPO bzw. H3-Histon gezielt weggelassen wurde, um die Gatingstrategie zu
definieren. Die verbleibenden drei Ansitze enthielten alle konjugierten Antikorper (siehe

Tabelle 1) und wurden fiir die eigentliche Messung und Auswertung herangezogen.

Bei allen Ansédtzen wurden 10 pl Immunglobulin G (IgG Gamunex, 100 mg/ml, Grifols,
Barcelona, Spanien) zu 100 pl Vollblut gegeben, um unspezifische Bindungsstellen an
Fc-Rezeptoren zu blockieren. Nach einer 10-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden in vier der fiinf Ansiitze 5 ul Alexa Fluor® 647 anti-Histone H3-phosphorylated
(Ser28)-Antikorper (BioLegend, San Diego, USA) hinzugefiigt. Anschlieend erfolgte

eine Inkubation iiber 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Im néichsten Schritt wurden allen fiinf Ansétzen 5 pl Pacific Blue™ anti-human CD15-
Antikdrper (BioLegend, San Diego, USA) zugesetzt. Zusétzlich erhielten vier der finf
Ansdtze 10 pl Fluoresceinisothiocyanat-(FITC)-Anti-Myeloperoxidase-Antikdrper
(Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich). Der Ansatz ohne FITC-Anti-
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Myeloperoxidase-Antikorper war dabei nicht identisch mit dem Ansatz ohne Alexa
Fluor® 647-anti-Histon-Antikorper. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 30 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln.

Anschlieend wurde eine Erythrozytenlyse durch Zugabe von 1 ml BD-Pharm-Lyse (1:10
in destilliertem Wasser verdiinnt; Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
durchgefiihrt. Nach einer weiteren Inkubation von 10 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur wurde die Lyse durch Zugabe von 1 ml 2 % Phosphate-buffered saline
(PBS)/ Bovines Serumalbumin (BSA) (PBS: gibco® by life technologies™, Carlsbad,
Kalifornien, USA; BSA: Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gestoppt und tiberschiissige
Antikorper entfernt.

Die Proben wurden anschlieend bei 200 g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Fisher Scientific, Osterode, Deutschland).
Nach vorsichtigem Dekantieren des Uberstands wurden die Zellpellets in 300 ul 2 %
PBS/BSA resuspendiert.

Die nun fertig préparierten Probeansétze wurden lichtgeschiitzt in die FCCF {iberfiihrt

und anschliefend durchflusszytometrisch analysiert.

2.4.1.5 Gatingstrategie

Die durch das Durchflusszytometer BD FACS Canto™ II gewonnenen Daten wurden
zweidimensional mittels eines Punktdiagramms (Dot-Plot) dargestellt. Die

Gatingstrategie umfasste drei Schritte (siche Abbildung 6).

Zuerst wurde die GroBBe der Zellen (FSC) auf der Abszisse gegen die Granularitéit (SSC)
auf der Ordinate aufgetragen. Aufgrund der physikalischen Eigenschaften der Zellen
lassen sich verschiedene Zellpopulationen unterscheiden. Es wurde ein Gate um die
Leukozyten gelegt, so dass in den weiteren Betrachtungen nur noch diese

Leukozytenpopulation betrachtet wurde.

In einem zweiten Schritt wurden die neutrophilen Granulozyten aus der Population der
Leukozyten selektiert, indem die GroBe (FSC) auf der Abszisse gegen das Fluorochrom
Pacific Blue auf der Ordinate aufgetragen wurde. Es wurde ein Pacific Blue™ anti-human
Cluster of Differentiation 15 (CD15)-Antikorper verwendet. Somit konnten die CD15+

Zellen sicher identifiziert und mit einem weiteren Gate belegt werden.

28



Material und Methoden

Die Bestimmung des Anteils der neutrophilen Granulozyten mit NET-assoziierten
zelluldren Verdnderungen erfolgte durch die FMO-Technik. Verwendet wurden die
Farbstoffe Alexa Fluor® 647 anti-Histone H3-Antikérper und FITC-Anti-
Myeloperoxidase-Antikorper. Es wurde jeweils ein Ansatz vorbereitet, bei dem jeweils
einer der beiden Antikdrper nicht zur Probe gegeben wurde. Dadurch konnten Grenzwerte
fiir eine positive Antwort fiir jede Probenreihe definiert werden. Doppelt-positive
Ereignisse wurden als neutrophile Granulozyten mit NET-assoziierten zelluldren
Merkmalen gewertet und als prozentualer Anteil dargestellt. Messwerte unterhalb von 0,5

% sowie groBere Zellaggregate wurden nicht in die Auswertung einbezogen.

Die erforderliche Kompensation fiir die durchflusszytometrischen Messungen wurde mit
freundlicher Unterstiitzung durch die Arbeitsgruppe Hackstein vor den eigentlichen

Versuchen durchgefiihrt und regelmaBig kontrolliert.
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung der Gatingstrategie. Die Leukozyten wurden anhand von
GroBe und Granularitét identifiziert und ausgewéhlt (A), anschlieBend wurden die neutrophilen
Granulozyten iiber ihre CD15-Positivitét selektiert (B), mittels der Fluorescence Minus One (FMO)
Methode konnten Grenzen fiir die Anti-MPO und Anti-H3-Histon definiert werden, wobei C kein Anti-
MPO und D kein Anti-H3-Histon enthilt. Die Zellen, die sowohl MPO als auch H3-Histon positiv sind,
werden als neutrophile Granulozyten gewertet, die NET-assoziierte zelluldre Merkmale aufweisen (E), in
dieser Probe zeigten 3,2 % der neutrophilen Granulozyten NET-assoziierte zelluldre Merkmale (F),
Abkiirzungen: CD: Cluster of Differentiation,; FITC: Fluoresceinisothiocyanat, FSC: Forwardscatter,
MPO: Myeloperoxidase, NETs: Neutrophil Extracellular Traps, SSC: Sidescatter.
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2.4.2 Vorversuche
7-AAD

Die Intaktheit der Zellmembran der Granulozyten nach der Erythrozytenlyse wurde in
mehreren Versuchsreihen durch Zugabe von 5 pl 7-Aminoactinomycin D (7-AAD,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) 5 Minuten vor der
Durchflusszytometrie iiberpriift. 7-AAD ist ein fluoreszierender Nukleinsidurefarbstoft,
der selektiv an DNA bindet. Bei intakten Zellen kann 7-AAD die Zellmembran nicht
durchdringen, weshalb nur avitale Zellen bzw. deren DNA angefarbt werden. 7-AAD gilt
als géngiger Zellviabilitaitsmarker [90].

Stimulation mit PMA

Als Positivkontrolle zum Nachweis einer durch das gewihlte Protokoll detektierbaren
NETose diente ein Vorversuch aus Vollblut einer gesunden Probandin. 100 pl des
Vollbluts wurde fiir 4 Stunden mit 10 pl Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) stimuliert [53, 79]. PMA gilt als starker Stimulus der
NETose [21]. Im Anschluss wurden sowohl eine stimulierte als auch die unstimulierte

Probe nach dem Studienprotokoll vorbereitet.

31



Material und Methoden

243 Immunfluoreszenzmikroskopie

Durch die Immunfluoreszenzmikroskopie kdnnen bestimmte Zielstrukturen, wie zum
Beispiel Oberflaichenproteine von Zellen, sichtbar gemacht werden (sieche Abbildung 7).
Hierfiir wird ein spezifischer Antikorper verwendet, der gegen die Zielstruktur gerichtet
ist. Dieser Antikorper wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, der durch Licht mit
einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden kann und dann Licht in einer anderen

Wellenldnge abstrahlt.

Das Licht passiert ausgehend von einer Lichtquelle einen Anregungsfilter, durch den nur
der Wellenldngenbereich des Lichts passieren kann, auf den der Fluoreszenzfarbstoff
reagiert. Dieses Licht wird durch einen dichroitischen Spiegel reflektiert und auf die
Probe gestrahlt. Dieser Spiegel reflektiert Licht bestimmter Wellenldngen, ist aber fiir
Licht in anderen bestimmten Wellenldngen durchléssig. Die fluoreszierenden Farbstoffe
werden angeregt und emittieren Licht einer anderen Wellenlénge. Dieses Licht kann den
dichroitischen Spiegel nun passieren und wird nach Passage eines Emissionsfilters durch
den Detektor erfasst. Es ist somit nur die Fluoreszenz sichtbar. Es kénnen auch mehrere
Antikorper mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen parallel verwendet werden, um

verschiedene Strukturen auf einer Zelle sichtbar zu machen [80, 101].

. & Detektor
—

Bild
Anregungs- —=— Emissions-
filter _\ filter
L
Dichroitischer
= Spiegel
Lichtquelle

Objektiv

Probe

Abbildung 7: Grundprinzip Fluoreszenzmikroskopie. Eine Lichtquelle emittiert breitbandiges Licht,
das durch einen Anregungsfilter selektiv gefiltert wird. Der dichroitische Spiegel lenkt das gefilterte Licht
auf die Probe, die fluoreszierende Molekiile enthilt. Diese emittieren Licht einer ldngeren Wellenldnge, das
durch das Objektiv gesammelt, vom Emissionsfilter gefiltert und schlieBlich vom Detektor erfasst wird.
Erstellt mit BioRender.com.
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243.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Eine Weiterentwicklung der klassischen Immunfluoreszenzmikroskopie ist die konfokale
Fluoreszenzmikroskopie, welche computergestiitzt ultradiinne Schnittbilder mit hoher
Auflosung von Zellen oder Strukturen erstellt (siche Abbildung 8). Sie wird vor allem fiir
fixierte Zellen verwendet, die mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefdrbt worden

sind.

Um eine moglichst hohe Auflosung und moglichst diinne Schnitte zu erhalten, wird die
Beleuchtung auf den kleinstmoglichen Punkt fokussiert (,,fokal”). Es werden nur
Strukturen in einer horizontalen Ebene anvisiert. Der Beleuchtungsfleck ist
beugungsbegrenzt, kann also physikalisch nicht noch kleiner gewahlt werden. Um trotz
allem ein zweidimensionales Bild zu erhalten, wird die gesamte Ebene durch einen Laser
Punkt fiir Punkt abgefahren. Technisch wird dies durch einen Rasterscan verwirklicht.
Zwei Spiegel bewegen den Beleuchtungspunkt in x- und y-Richtung, Reihe fiir Reihe
iiber die Probe. Das Signal wird synchron erfasst und zu einem Gesamtbild

zusammengesetzt.

Das emittierte Licht wird zusétzlich durch eine Lochblende erneut fokussiert, so dass nur
Licht, welches aus der Fokalebene kommt, erfasst wird. Licht von oberhalb oder

unterhalb der gewlinschten Ebene wird abgeschnitten [80, 101].

Emissionslicht

37

Objektiv

Zum
Detektor Lochblende
Dichroitischer Scanner-
Filter Spiegel Y
Laser %

Abbildung 8: konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Ein Laser erzeugt ein fokussiertes Anregungslicht.
Dieses wird durch einen dichroitischen Filter zum Scanner-Spiegel geleitet, der den Lichtstrahl {iber die
Probe bewegt. Die fluoreszierte Emission der Probe wird durch das Objektiv gesammelt, passiert nun den
dichroitischen Filter und wird durch eine Lochblende fokussiert, um Streulicht au3erhalb der Fokalebene
zu eliminieren. Das gefilterte Signal erreicht schlielich den Detektor. Erstellt mit BioRender.com.
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2.4.3.2 Durchfiihrung

Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie erfolgte zur qualitativen Verifizierung, dass es
sich bei den MPO- und anti-H3-Histon-positiven Zellen um neutrophile Granulozyten mit
NETose-kompatiblen Verdnderungen handelt. Die Analysen wurden in Kooperation mit
dem Labor der Klinik fiir Pneumologie (FSB Molecular Mechanisms of Emphysema,

Hypoxia and Lung Aging) der Justus-Liebig-Universitit Gielen durchgefiihrt.

Als Ausgangsmaterial wurden 100 ul Vollblut eines gesunden Spenders mit 10 ul PMA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) versetzt und insgesamt vier Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Das PMA diente hierbei als Stimulus fiir die NETose. Im
Anschluss wurden die roten Blutkorperchen lysiert. Hierflir wurde 1 ml 1:10 verdiinnte
Pharmlyse™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) zu der Probe hinzugegeben und fiir
10 Minuten inkubiert.

Zur Beendigung der Lyse wurden 1 ml PBS (gibco® by life technologies™, Carlsbad,
Kalifornien, USA) zugegeben. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation bei 200 g und
20 °C fiir 10 Minuten (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific,

Osterode, Deutschland), woraufhin der Uberstand dekantiert wurde.

Die Zellen wurden darauthin durch eine dreiminiitige Zentrifugation mit einer
Zytozentrifuge (Cellspin 1, Tharmac, Wiesbaden, Deutschland) auf einem Deckglas
fixiert.

Zu den fixierten Zellen wurden 5 pl Pacific Blue™ Anti-Human CDI15 (SSEA-1)
(BioLegend, San Diego, USA), 5 ul Alexa Fluor® 647 anti-H3-Histon (BioLegend, San
Diego, USA), und 10 pl Anti-MPO (Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) zur

Farbung hinzugegeben.

Nach 30-miniitiger Inkubationsphase in der Dunkelheit und einem vorsichtigen
Waschzyklus mit PBS (gibco® by life technologies™, Carlsbad, Kalifornien, USA)

konnte die Probe durch die konfokale Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.
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244 ELISA

Enzym-Immunoassays ermoglichen einen quantitativen Nachweis von Antikdrpern oder
Antigenen. Bei den in der Arbeit verwendeten Kits handelt es sich um Sandwich-

Enzymimmunoassays.

24.4.1 Grundprinzip

Das Grundprinzip des Sandwich-ELISA ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt. In
einem ersten Schritt werden die Mulden (Wells) mit einem spezifischen Fangantikorper
beschichtet. Zumeist werden Mikrotierplatten im 96-Well-Format verwendet. Die
Adsorption der Antikorper auf der Oberfliche der Platte basiert auf hydrophoben
Wechselwirkungen. Im néchsten Schritt werden unspezifische Proteinbindungsstellen
geblockt, um ungewollte Hintergrundaktivitit zu reduzieren. In kommerziellen ELISA-

Kits sind bereits entsprechend priparierte Platten enthalten.

Im Anschluss werden die eigentlichen Proben oder Standardlosungen in die
entsprechenden Wells gegeben. Befindet sich das anvisierte Antigen in der Losung,
kommt es zu einer spezifischen Antigen-Antikorper-Bindung. Nach Inkubation wird der

Rest der Probe oder Standardldsung entfernt und es folgen Waschzyklen.

Das Zielantigen verbleibt gebunden an den Fangantikorper im Well und kann nun durch
einen zweiten Antikorper, den Detektionsantikorper markiert werden. Eine
Grundvoraussetzung ist, dass Fangantikorper und Detektionsantikorper an verschiedenen
Epitopen des Antigens binden. Der Detektionsantikorper ist meist mit Biotin konjugiert.

Nach der Inkubation und Entfernen des Uberstands folgen erneut Waschzyklen.

Es wird nun Avidin hinzugegeben, ein aus dem Hiihnereiweill stammendes Protein,
welches eine hohe Affinitdit zu Biotin besitzt. An das Avidin ist das Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert welches, nach einem weiteren Waschschritt und
Zugabe von Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat, eine Reaktion katalysiert, die einen
Farbumschlag bewirkt.

Nach Abstoppen der Reaktion mittels Schwefelsdurelosung kann der Farbumschlag
spektrophotometrisch bestimmt werden. Die Konzentration des Antigens kann nun durch
einen Vergleich mit einer Standardkurve ermittelt werden, welche durch

Verdiinnungsreihen des gereinigten Antigens erstellt werden [23, 91].
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Abbildung 9: Grundprinzip Sandwich-ELISA. 1.) Hinzugabe der Probe in die Wells, die mit
spezifischem Antikdrper gegen das Zielantigen vorbeschichtet sind, 2.) Der Fangerantikorper bindet an das
Antigen mit hoher Spezifitit, 3.) Biotin-markierter Detektionsantikorper bindet das immobilisierte Antigen,
4.) Meerrettichperoxidase-konjugiertes Avidin bindet an Biotin und katalysiert eine Enzym-Substrat-
Reaktion, die eine Farbdnderung hervorruft. Erstellt mit BioRender.com. Abkiirzungen: TMB:
Tetramethylbenzidin.

2.4.4.2 Durchfiihrung

Als Ausgangsmaterial fiir die ELISA-Bestimmungen wurde EDTA-Plasma verwendet.
Das EDTA-BIlut wurde zuerst mit 200 g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
(Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Osterode, Deutschland)
und danach mit 6082 g fiir 10 min bei 4°C (Mikro 200R Typ 2405, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland). Das aliquotierte EDTA-Plasma wurde im Anschluss bei -80°C

eingelagert und erst unmittelbar vor der eigentlichen Messung aufgetaut.

Es wurden drei kommerzielle ELISA-Kits verwendet, mit denen die Proteine HMGB1
(Humanes HMGB1 ELISA Kit, Aviva Systems Biology, San Diego, USA), MPO
(Humanes MPO Instant ELISA, eBioscience, Frankfurt am Main, Deutschland) und IL-8
(IL-8 Human IL-8/CXCL8 Quantikine HS ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA)
quantifiziert wurden. Die Bestimmungen wurden jeweils streng nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.
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2.4.5 Rotations-Thrombelastometrie

Die Rotations-Thrombelastometrie ermoglicht als POC-Diagnoseverfahren eine schnelle
Analyse der in-vitro-Blutgerinnung aus einer Citrat-Vollblutprobe und somit eine
Aussage iliber die qualitative und quantitative Koagulation. Verwendet wurde das
Thrombelastometrie System ROTEM® delta (TEM Innovations GmbH, Miinchen,
Deutschland). Das System verfiigt iiber vier Messkanéle.

2.4.5.1 Grundprinzip

In Abbildung 10 ist das Prinzip der Messung schematisch dargestellt. Das Citrat-Vollblut
wird mittels einer automatisierten Pipette in spezielle Einwegmessgefale (Cups) mit
einem Durchmesser von acht Millimetern {iberfiihrt. Die Proben werden konstant bei

einer Temperatur von 37,0°C gehalten.

Das Gerit verfligt tiber eine rotierende Vertikalachse, auf die ein sechs Millimeter breiter
Plastikstift fest aufgesteckt wird. Die Achse ist auf einem Kugellager gelagert und
oszilliert permanent in einem Winkel von 4,75° nach links und nach rechts. Der Motor,

der die Achse antreibt, ist tiber eine elastische Feder mit der Achse verbunden.

Durch eine Rekalzifizierung und Zugabe von unterschiedlichen zusdtzlichen Reagenzien
zu der Citrat-Blutprobe wird die Gerinnungskaskade angestoBen (siche Tabelle 2). Das
Messgefd3 wird nun im Messkanal platziert, sodass die Achse mit dem rotierenden
Plastikstift vom Blut umgeben ist. Findet keine Gerinnung statt, kann der Plastikstempel
ungehindert in der Probe rotieren. Bildet sich jedoch ein Blutgerinnsel zwischen

Plastikstift und MessgefaB, steigt der Widerstand und die Rotation wird behindert.

Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der Federspannung des Motors und der
Spannung des Gerinnsels ein. Mit steigender Festigkeit des Gerinnsels und somit auch

steigender Federspannung nimmt die Rotationsamplitude der oszillierenden Achse ab.

Die Rotationsamplitude wird optisch erfasst. Hierzu wird Licht einer Diode auf eine am
oberen Ende der Messachse angebrachte Spiegelplatte gerichtet. Die reflektierten
Lichtsignale werden von einem Detektorchip registriert und durch eine spezielle Software
ausgewertet. Aus der gemessenen Rotationsamplitude wird anschlieBend eine graphische
Amplitude berechnet und zeitabhdngig dargestellt. Die graphische Amplitude kann Werte

zwischen 0 mm bei ungehinderter Rotation (also keiner Gerinnselbildung) und 100 mm

37



Material und Methoden

bei maximal gebremster Rotation annehmen. Die entstehende Kurve (siche Abbildung
11) wird mathematisch interpretiert und es werden verschiedene Zielparameter

angegeben (siche Tabelle 3) [141].

—— Spiegel
__LED-
Lichtquelle

Oszillierende ——
Achse

Detektor

Gegenkraft-Feder

Kugellager

— GefaB (Cup)

— Stempel

Abbildung 10: Schematischer Aufbau des ROTEM®-Messverfahrens. Die oszillierende Bewegung des
Stempels in der Blutprobe wird iiber einen Spiegel, eine LED und einen Photodetektor optisch registriert.
Die gemessene Torsionskraft spiegelt die Dynamik der Gerinnselbildung wider. Abkiirzungen: LED: Light
Emitting Diode. Angelehnt an [60].

2.4.5.2 Durchfiihrung

Die Messungen wurden streng nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir die
Vorbereitung der Proben wurde die automatische Pipette und die vorgegebene
Reihenfolge eingehalten. Nach Beenden des letzten Pipettierschrittes wurde die Probe

zligig in die vorgesehene Messposition verbracht.

Zuerst wurde die Blutprobe rekalzifiziert, um die Wirkung des Citrats aufzuheben und
eine Gerinnselbildung zu erméglichen. Im Anschluss wurden je nach Test weitere
Aktivatoren oder Inhibitoren zu der Probe hinzugefiigt um Aussagen iiber die extrinsische
und intrinsische Gerinnungskaskade, iiber die Gerinnselstabilitdt oder iiber vorhandene

Medikamentenwirkung zu erhalten [89].
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Tabelle 2: verwendete ROTEM®-Tests. Abkiirzungen: DOAK: direkte orale Antikoagulantien, VKA:
Vitamin-K-Antagonisten, UFH: unfraktioniertes Heparin, NMH: niedermolekulares Heparin. Modifiziert

nach [55].
Test Aktivatoren und Zusitze Klinische Anwendung
EXTEM CaCl, + rekombinanter Gewebefaktor Beurteilung der extrinsischen
Gerinnungskaskade, Wirkung von
DOAKs, VKA
INTEM CaCl, + Oberflachenaktivator Beurteilung der intrinsischen
(Ellagséure) Gerinnungskaskade, Wirkung von UFH
FIBTEM CaCl; + rekombinanter Gewebefaktor + Durch Ausschalten der
Cytochalasin D Thrombozytenfunktion reine
Beurteilung der Fibrinpolymerisation,
Detektion einer Hyperfibrinolyse oder
eines F XIII Mangels
NATEM CaCl, Allgemeiner Uberblick iiber das

Gerinnungsgleichgewicht, Expression
von Gewebefaktor auf zirkulierenden
Zellen, Wirkung von NMH

Tabelle 3: ROTEM®-Testparameter. Modifiziert nach [141].

Parameter Definition Wichtigste Einflussfaktoren
Gerinnungszeit Zeit vom Beginn des Tests Gerinnungsfaktoren,
Clotting Time (CT) [s] (Zugabe des Antikoagulanzien

Gerinnungsaktivators) bis 2 mm

Amplitude

Gerinnselbildungszeit
Clot Formation Time (CFT) [s]

und 20 mm Amplitude

Zeit zwischen 2 mm Amplitude

Thrombozyten, Fibrinogen

Gerinnselfestigkeit

Maximum Clot Firmness (MCF) Gerinnselfestigkeit; maximal

[mm]

Mal fiir die maximale

erreichte Amplitude

Thrombozyten, Fibrinogen,
Faktor XIII, Fibrinolyse

Lyse-Index nach 60 min

Lysis index at 60 min (LI60) [%] nach CT zur MCF (in %)

Verhiltnis der Amplitude 60 min

(Hyper-)Fibrinolyse
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Abbildung 11: ROTEM®-Parameter. Schematisch dargestellt ist das Ergebnis einer Thrombelastometrie.
Die Rotationsamplitude [mm] wird auf der Y-Achse gegen die Zeit [min] auf der X-Achse aufgetragen.
Aus der Form der entstehenden Kurve lassen sich verschiedene Messwerte ableiten. Abkiirzungen: CT:
Clotting Time, CFT: Clot Formation Time, MCF: Maximum Clot Firmness. Modifiziert nach [48].

2.4.6 Impedanzaggregometrie

Die Thrombozyten-Impedanzaggregometrie ermdglicht als POC-Diagnoseverfahren eine
Aussage iiber die Thrombozytenfunktion. Verwendet wurde das Mehrfachelektroden-

Impedanzaggregometer Multiplate® (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz).

2.4.6.1 Aufbau

Das Multiplate®-Geriit besteht aus einem Windows-Computer mit spezifischer Software,
einer automatischen Pipette und einem Messblock mit fiinf Kanilen, welcher konstant bei

37,0°C gehalten wird.

2.4.6.2 Messprinzip

Das Messprinzip der Impedanzaggregometrie ist in Abbildung 12 schematisch
dargestellt. Ausgangsmaterial fiir die Messung ist antikoaguliertes Vollblut, wobei die
Antikoagulation durch Hirudin herbeigefiihrt wird (Abnahme des Bluts in 1,6 ml Hirudin
S-Monovette®, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland). Mittels der automatischen
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Pipette werden 300 pl des Vollbluts und 300 ul 0,9 % NaCl in eine Testzelle iiberfiihrt.
Die Testzellen sind jeweils mit einem Riihrstibchen ausgestattet und enthalten zwei
voneinander unabhéngige Sensoreinheiten, welche jeweils aus zwei silberbeschichteten
Kupferdridhten bestehen. Zwischen den Testelektroden wird ein Stromfluss durch eine
Wechselspannung angelegt, wodurch sich die negativ geladenen Thrombozyten an die

Elektroden anlagern. Der Stromfluss nimmt ab und die Impedanz steigt.

Elektroden Thrombozyten

F\\) Gemessene
1/ Impedanzénderung

Keine Aktivierung Partielle Aktivierung Volle Aktivierung

Abbildung 12: Funktionsprinzip der Impedanzaggregometrie. Schematische Darstellung der
zunehmenden Anlagerung aktivierter Thrombozyten an die Elektrodenoberflache in Abhingigkeit vom
Aktivierungsgrad. Die hieraus resultierende progressive Zunahme der elektrischen Impedanz dient als MaR3
fiir die Thrombozytenaggregation. Modifiziert nach [18].

Nach drei Minuten unter kontinuierlichem Riihren werden verschiedene Agonisten
hinzugefiigt, um die Aggregation zusdtzlich zu stimulieren. Die aggregierten
Thrombozyten lagern sich an die Metalloberflidche der Elektroden an, wodurch es zu einer
Impedanzerhohung kommt. Diese Impedanzidnderung wird sechs Minuten lang erfasst
und in Aggregationseinheiten (AU) umgerechnet, welche in einem Koordinatensystem
gegen die Zeit aufgetragen werden (Vergleich Abbildung 13). Die Aggregation wird
zusitzlich durch die Angabe der Fldche unter der Kurve (Area under the Curve [AUC])
in AU * min quantifiziert. Zur einfacheren Auswertung wird die AUC in der Einheit Units
(U) angegeben, wobei 1 U = 10 AU * min. Weitere Parameter sind die maximale

Aggregation und die Aggregationsgeschwindigkeit [94, 117].
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Abbildung 13: Exemplarische Aggregationskurve. Darstellung der Aggregationsgeschwindigkeit
(Steigung der Kurve) sowie der Fliache unter der Kurve (Area under the Curve [AUC] in AU * min) als
MabB fiir die thrombozytire Aggregationsantwort. Modifiziert nach [94].

Die Féhigkeit der Thrombozyten auf die Stimulation durch die Agonisten zu reagieren,
ist davon abhéngig, ob die Stimulantien an den entsprechenden Rezeptoren binden
konnen. Thrombozytenaggregationshemmer konnen diese Bindung verhindern. Je nach
Stimulans  kann  somit die der  verschiedenen

verwendetem Wirkung

Thrombozytenaggregationshemmer nachgewiesen werden. Einen Uberblick iiber die

verwendeten Aggregationsagonisten gibt Tabelle 4.

Tabelle 4: verwendete Multiplate®-Testreagenzien. Ubersicht iiber Aggregationsagonisten, deren

Wirkmechanismen und relevante Einflussfaktoren. Modifiziert nach [118].

Test Beschreibung Einflussfaktoren
ADP-Test Aktivierung der Thrombozyten Hemmung des P2Y 1,-Rezeptors
(Adenosindiphosphat) tiber ADP-Rezeptoren (Vor allem  (Clopidogrel, Prasugrel,
P2Y1»), fithrt zu Freilegung der Ticlopidin, Ticagrelor und
Bindungsstelle GPIIb/IIIa Cangrelor), Hemmung/ Fehlen des
GPIIb/IIa-Rezeptors
ASPI-Test Arachidonsdure wird durch die Hemmung der COX-1 (Vor allem
(Arachidonsdure) Thrombozyten-Cyclooxygenase-1  durch Acetylsalicylsédure und
(COX-1) zu Thromboxan A2 NSARs), Hemmung/ Fehlen des
umgewandelt. Thromboxan A2 GPIIb/Il1a-Rezeptors
bewirkt iiber den Thromboxan-
Rezeptor eine
Thrombozytenaggregation
TRAP-Test Aktivierung der Nur geringe Einflussfaktoren durch
(Thrombinrezeptor- Thrombozytenaggregation iiber COX-Hemmer und ADP-

aktivierendes Peptid 6
(TRAP-6))

den Thrombinrezeptor (Vor allem
Protease-aktivierter Rezeptor 1
(PAR-1))

Antagonisten, Hemmung/ Fehlen
GPIIb/IlTa-Rezeptors
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2.4.7 Laborchemische Analyse

Weitere gingige Routineparameter wurden durch das Routinelabor des

Universitatsklinikums Gieflen bestimmt.

2.5 Blutprobengewinnung

Die Blutproben fiir das untersuchte Kollektiv wurden priaoperativ, unmittelbar
postoperativ sowie 24 Stunden und 72 Stunden postoperativ abgenommen. Fiir die
durchflusszytometrische Analyse, fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen und
ELISA-Messungen wurden EDTA-Vollblutproben verwendet. Thrombelastometrische
Messungen erfolgten aus Citratblut, die Thrombozytenfunktionsanalyse mittels

Impedanzaggregometrie aus Hirudinblut.

Die Blutproben wurden entweder durch periphere Venenpunktion oder, sofern
vorhanden, iiber bereits liegende vendse bzw. arterielle Katheter gewonnen, um
zusétzliche Punktionen zu vermeiden. Bei Katheterentnahmen wurde vor der
Probengewinnung 2 ml Blut aspiriert und verworfen sowie der Katheter nach der

Entnahme standardisiert gespiilt.
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2.6 Materialien

Eine vollstindige Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Gerite,
Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Antikdrper, ELISA-Kits, ROTEM®-Reagenzien
sowie der eingesetzten Software ist im Anhang aufgefiihrt (Kapitel 11.1 bis 11.3.).

2.7 Statistik

Die erhobenen Werte wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf eine mdgliche
Normalverteilung iiberpriift. Normalverteilte Daten wurden durch den Mittelwert und die
dazugehorige Standardabweichung, nicht normalverteilte Daten als Median mit

Interquartilsabstand dargestellt.

Die zeitabhédngige Variation des Anteils neutrophiler Granulozyten, die NET-assoziierte
zelluldre Merkmale aufwiesen, wurde mit dem Friedman-Test analysiert, ergénzt durch
den paarweisen Wilcoxon-Test zur Untersuchung von Unterschieden zwischen den

Zeitpunkten.

Zusammenhdnge zwischen NET-assoziierten Parametern und weiteren Variablen wurden
als Pearson-Korrelationskoeffizient ausgedriickt. Sowohl klinische als auch
laborchemische und experimentelle Daten wurden in einer externen Datenbank
(Microsoft Excel, Redmond, WA, USA) erfasst. Die Weiterverarbeitung, Analyse und
Auswertung erfolgte mithilfe der Statistiksoftware R.

Zusammenhdnge mit hoher statistischer Signifikanz (p < 0,001) wurden mit ***
gekennzeichnet, signifikante Zusammenhénge mit p < 0,01 mit ** und solche mit p <

0,05 mit *.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkohorte

Die Studienkohorte umfasste 20 erwachsene Teilnehmende. Zusétzlich wurden
Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI), American Society of Anesthesiologists (ASA)-
Score sowie der SOFA-Score erfasst. Bei allen Teilnehmenden wurden komplexe
abdominalchirurgische Eingriffe (major abdominal surgery, MAS) durchgefiihrt
(Operationen nach Whipple, offene Hemikolektomien, Osophagusresektionen sowie
weitere MAS-Eingriffe). Betrachtet wurden auBerdem die Vorerkrankungen sowie die

Antikoagulation (siche Tabelle 5).

Tabelle 5: Uberblick iiber die Studienkohorte. Die Daten werden als Median, Interquartilsabstand, als
absolute Angabe und prozentualer Anteil der Studiengruppe angegeben. Abkiirzungen: ASA: American
Society of Anesthesiologists, BMI: Body-Mass-Index, SOFA: Sepsis-related Organ Failure Assessment.

Alter (Jahren) 68 (54 - 70)
Geschlecht (% ménnlich) 60

BMI (kg/m?) 24 (22,4 -26,9)
ASA:

I 1(5 %)

I 8 (40 %)
111 11 (55 %)
v 0

v 0
Eingriffstyp

Operationen nach Whipple 8 (40 %)
Offene Hemikolektomie 4 (20 %)
Osophagusresektion 4 (20 %)
Andere MAS 4 (20 %)
Verstorben im Krankenhaus 1(5 %)
Vorerkrankungen:

Diabetes mellitus 1(5 %)
Chronische Nierenerkrankung 1(5 %)
Arteriosklerose 525 %)
Maligne Krebserkrankung 13 (65 %)
Antikoagulatorische Therapie:

Prophylaktische Heparinisierung (praoperativ) 20 (100 %)
Prophylaktische Heparinisierung (postoperativ) 0
Prophylaktische Heparinisierung (24 Stunden) 18 (90 %)
Prophylaktische Heparinisierung (72 Stunden) 18 (90 %)

45



Ergebnisse

Therapeutische Heparinisierung (préoperativ) 0

Therapeutische Heparinisierung (postoperativ) 1(5 %)
Therapeutische Heparinisierung (24 Stunden) 1 (5 %)
Therapeutische Heparinisierung (72 Stunden) 1(5%)

3.2 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie diente als qualitativer Nachweis, dass es sich bei
den MPO- und anti-H3-Histon-Antikorper positiven Zellen tatsdchlich um neutrophile
Granulozyten mit NETose-kompatiblen Verdnderungen handelt. In Abbildung 14 werden

exemplarisch die Ergebnisse der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie dargestellt.

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

nativ

PMA

Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopie nativer und PMA-stimulierter Neutrophiler. Native
Neutrophile sind in der oberen Reihe mit den entsprechenden Markierungen dargestellt (A-C), wihrend in
der unteren Reihe die NET-freisetzenden Neutrophilen nach PMA-Stimulation mit den jeweiligen
Féarbungen gezeigt werden (D-F). NETs zeigen eine typische Kometenschweif-Konfiguration. Kachel G
zeigt die Uberlagerung aller gefirbten Antikdrper. Abkiirzungen: MPO: Myeloperoxidase, NETs:
Neutrophil Extracellular Traps, PMA: Phorbol-12-Myristat-13-Acetat.
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3.3  Durchflusszytometrische Quantifikation der NET-assoziierten Neutrophilen

Der Anteil neutrophiler Granulozyten, die NETose-assoziierte Marker exprimierten,
wurde jeweils durchflusszytometrisch quantifiziert. Es zeigte sich ein signifikanter
Anstieg des Anteils NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten zwischen der
priaoperativen und der unmittelbaren postoperativen Messung (p =0,03). Zu den
Messzeitpunkten 24 h und 72 h war im Vergleich zum praoperativen Ausgangswert keine

weitere signifikante Erh6hung nachweisbar (siche Tabelle 6, Abbildung 15).

Tabelle 6: Quantifikation der NET-assoziierten neutrophilen Granulozyten. Die Daten werden als
Median und Interquartilsabstand angegeben. Abkiirzungen: NETs: Neutrophil Extracellular Traps.

Préoperativ 2,6 (1,7 - 3,3)
Postoperativ 2,9(2,3-5,2)
24 Stunden 2,6 (2-3,8)
72 Stunden 2,7(2,3-3,9)
50,0
—_
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Abbildung 15: Verlauf des Anteils NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten. Dargestellt sind
Boxplot-Diagramme mit Median, Interquartilsabstand, Whiskern (1,5-facher Interquartilsabstand) sowie
Einzeldatenpunkten. Ein signifikanter Unterschied zwischen priaoperativer und postoperativer Messung
ist mit * gekennzeichnet (*p < 0,05). n = 20. Abkiirzungen: NETs: Neutrophil Extracellular Traps, prdop:
prdoperativ, postop: postoperativ, h: Stunden.
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3.4 Inflammationsparameter
34.1 Uberblick der Ergebnisse

Zu den definierten Messzeitpunkten wurden die etablierten Inflammationsparameter
Leukozytenzahl, CRP und PCT aus dem Routinelabor erfasst. Ergidnzend erfolgten
ELISA-Analysen des Plasmas auf HMGB1, MPO und Interleukin 8.

Die zeitlichen Verldufe der Inflammationsparameter sind in Tabelle 7 dargestellt.

Die mittels ELISA bestimmte MPO-Plasmakonzentration zeigte signifikante Anstiege
sowohl zwischen dem préoperativen und dem unmittelbar postoperativen Messzeitpunkt
(p = 0,02) als auch zwischen dem priaoperativen Messzeitpunkt und 24 Stunden nach der
Operation (p = 0,004). Auch die IL-8-Plasmaspiegel nahmen signifikant zu (prdoperativ
vs. postoperativ: p = 0,008; prdoperativ vs. 24 Stunden: p = 0,05). Fiir HMGBI1 zeigten

sich zu keinem Messzeitpunkt signifikante Verdnderungen.

Tabelle 7: Ergebnisse der Inflammationsparameter. Die Daten werden als Median und
Interquartilsabstand angegeben. Abkiirzungen: CRP: C-reaktives Protein, PCT: Procalcitonin, HMGBI:
High-Mobility-Group-Protein B1, MPO. Myeloperoxidase.

Laborchemisch bestimmte Inflammationsparameter

Leukozyten (nL") Praoperativ 7,6 (6-9)
Postoperativ 10,3 (9,4 - 12,5)
24 Stunden 11,5(9,3-12,9)
72 Stunden 7,4 (6,5-11,6)

CRP (mg/L) Prédoperativ 5,1 (1,7 -10,3)
Postoperativ 6,5(12,5-11,4)
24 Stunden 68 (46,6 - 88,5)
72 Stunden 149 (115,7 - 200)

PCT (ng/L) Prioperativ -
Postoperativ 0,6 (0,4-0,7)
24 Stunden 0,7 (0,3-0,9)
72 Stunden 0,8 (0,4-0,9)

Mittels ELISA bestimmte Parameter

HMGBI (pg/mL) Préoperativ 31.126,8 (20.032,8 - 38.097,8)
Postoperativ 25.343,5(21.913,1 - 41.784,2)
24 Stunden 28.800,1 (21.687,7 - 39.665,6)
72 Stunden 21.780,6 (16.867 - 34.755,6)
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MPO (ng/mL) Préoperativ 367.381,5 (187.582 - 499.310,8)

Postoperativ 480.111 (344.182,5 - 885.513,8)
24 Stunden 713.023,1 (433.356,9 - 913.219,4)
72 Stunden 351.888,5 (235.179,9 - 711.455,7)

Interleukin 8 (pg/mL) Praoperativ 35 (20,4 - 49,8)
Postoperativ 71,1 (58,2 -129,1)
24 Stunden 60,9 (41,2 - 110,4)
72 Stunden 41,9 (27,1 - 63,6)

34.2 Korrelation der NET-Marker mit Inflammationsparametern

Weder fiir die etablierten laborchemischen Inflammationsparameter noch fiir die mittels
ELISA bestimmten serologischen Parameter konnte ein signifikanter Zusammenhang mit

dem Anteil NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten nachgewiesen werden (siche

Tabelle 8).

Tabelle 8: Korrelation NET-assoziierter Neutrophiler mit Inflammationsparametern.
Abkiirzungen: CRP: C-reaktives Protein, PCT: Procalcitonin, HUGBI: High-Mobility-Group-Protein B1,
MPO: Myeloperoxidase.

Parameter Korrelationskoeffizient p-Wert
Leukozyten (nL ") -0,12 0,33
CRP (mg/L) -0,12 0,34
PCT (ng/L) 0,12 0,68
HMGBI (pg/mL) -0,08 0,51
MPO (ng/mL) -0,06 0,6
Interleukin 8 (pg/mL) 0,04 0,70
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3.5 Koagulationsparameter
3.5.1 Uberblick der Ergebnisse

Es wurden zu jedem Abnahmezeitpunkt eine Thrombelastometrie (ROTEM®) sowie eine
Thrombozytenfunktionsanalyse mittels Impedanzaggregometrie (Multiplate®) erhoben.
Zusitzlich wurden im Routinelabor gingige Globalparameter der Gerinnung bestimmt

(siche Tabelle 9).

Tabelle 9: Ergebnisse der Koagulationsparameter. Die Daten werden als Median und
Interquartilsabstand angegeben. Abkiirzungen: CFT: Clot Formation Time, CT: Clotting Time, LI: Lysis
Index, MCF': Maximum Clot Firmness, PTT: Partielle Thromboplastinzeit, INR: International Normalized
Ratio.

Thrombelastometrie
EXTEM CFT (s) Priaoperativ 54 (45,5 - 63,3)
Postoperativ 58 (47,8 - 72,3)
24 Stunden 52 (48 - 62,5)
72 Stunden 48 (40,5 - 55)
EXTEM CT (s) Prédoperativ 66 (60 - 69,3)
Postoperativ 70,5 (60,8 - 73)
24 Stunden 68 (57-177)
72 Stunden 77 (62,5 - 85,5)
EXTEM LI60 (%) Prédoperativ 92,591 - 94,3)
Postoperativ 94,5 (93 - 96)
24 Stunden 93 (90 - 93,8)
72 Stunden 91 (88,5-93)
EXTEM MCF (mm) Priaoperativ 67 (66,3 - 73)
Postoperativ 68 (66,5 - 71,3)
24 Stunden 70 (67 -71)
72 Stunden 72 (70 - 73,5)
INTEM CFT (s) Priaoperativ 55 (46 - 65)
Postoperativ 53 (50 - 64,5)
24 Stunden 52 (46 - 66)
72 Stunden 47 (42,5 - 55)
INTEM CT (s) Praoperativ 186 (134 - 201,3)
Postoperativ 158 (142,8 - 169,8)
24 Stunden 171 (153 - 195)
72 Stunden 172 (153,5 - 215)
INTEM LI60 (%) Préoperativ 90,5 (89 - 92,3)
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Postoperativ 93 (91 - 95)

24 Stunden 91 (89,3 -93)

72 Stunden 90 (86 -91)
INTEM MCF (mm) Praoperativ 65,5 (62 - 69,3)

Postoperativ 66 (65 - 68)

24 Stunden 66 (63 - 69)

72 Stunden 68 (66,5 - 70,5)
FIBTEM CFT (s) Préoperativ 130 (71 - 272,5)

Postoperativ 340,5 (197,5 - 627,5)

24 Stunden 178 (108,5 - 308,3)

72 Stunden 65 (55,5-176,5)
FIBTEM CT (s) Prédoperativ 62 (57,5 - 69,3)

Postoperativ 65,5(55,5-71)

24 Stunden 68 (61 - 78,5)

72 Stunden 68 (58,5-79)
FIBTEM LI160 (%) Préoperativ 100

Postoperativ 100

24 Stunden 100

72 Stunden 100
FIBTEM MCF (mm) Priaoperativ 23 (19,8 -29)

Postoperativ 21 (17,8 -23)

24 Stunden 25(21,5-26,5)

72 Stunden 33 (30 -34)
NATEM CFT (s) Prioperativ 139,5 (106 - 150,3)

Postoperativ 118,5 (87,8 - 201,5)

24 Stunden 155 (131,5 - 236)

72 Stunden 129,5 (94,3 - 220,3)
NATEM CT (s) Prédoperativ 529,5 (507,8 - 627,5)

Postoperativ 474 (382 - 597,5)

24 Stunden 611 (536 - 687)

72 Stunden 497 (455 - 774,5)
NATEM LI60 (%) Préoperativ 91,5 (90 - 94,3)

Postoperativ 95 (93 -96,3)

24 Stunden 92 (90 - 93,3)

72 Stunden 92 (89 - 96)
NATEM MCF (mm) Préoperativ 61,5 (56,8 - 66,5)

Postoperativ 61 (56,3 - 66)

24 Stunden 61 (55,5 - 64,5)

72 Stunden 69 (64,5 - 72,5)
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Vollblut-Impedanzaggregometrie

ASPI-Test (Einheiten) Préoperativ 78 (58,5 - 94)
Postoperativ 81,5 (61 -92,8)
24 Stunden 93 (46,8 - 113,5)
72 Stunden 64 (44 -78)
ADP-Test (Einheiten) Praoperativ 64 (35,5 - 86)
Postoperativ 74,5 (57,9 - 84,5)
24 Stunden 78 (54,5 -102)
72 Stunden 50 (37 -67)
TRAP-Test (Einheiten) Praoperativ 96 (69 - 115,5)
Postoperativ 111 (78,5-127,5)
24 Stunden 104,5 (95,3 - 137,8)
72 Stunden 76 (61,5 -111,5)
Globale Gerinnungsparameter
PTT (s) Prioperativ 29 (26,5 - 30)
Postoperativ 27 (25 - 30)
24 Stunden 31(28,3-35,8)
72 Stunden 32 (28,8 -35,3)
INR Prédoperativ 0,9 (0,9 -1)
Postoperativ 1(1-1,1)
24 Stunden 1,05(1-1,1)
72 Stunden 1,05 (0,9 - 1,1)
Thrombozyten (nL™") Prioperativ 254,5(213,8 - 299,8)
Postoperativ 226 (194 - 250)
24 Stunden 214 (181 —244,5)
72 Stunden 213 (157 - 241,5)
Fibrinogen (g/L) Prioperativ -
Postoperativ 3,32 (2,7-3,7)
24 Stunden 3,44(2,9-3.8)
72 Stunden 4,9 (4,3 -5.,5)
3.5.2 Korrelation der NET-Marker mit Koagulationsparametern

Zwischen den bestimmten globalen Gerinnungsparametern Partielle Thromboplastinzeit

(PTT), International Normalized Ratio (INR), Thrombozytenzahl und Fibrinogen und den

durchflusszytometrisch bestimmten NET-assoziierten neutrophilen Granulozyten zeigte

sich keine signifikante Korrelation.




Ergebnisse

Demgegeniiber zeigten einzelne der mittels Thrombelastometrie erhobenen Daten
Assoziationen mit den zelluldren NET-assoziierten Parametern. Fiir die CFT ergaben sich
in den drei Kanédlen EXTEM, INTEM und FIBTEM positive Korrelationskoeftizienten,
jedoch konnte das Signifikanzniveau nur fiir die EXTEM CFT erreicht werden (EXTEM
CFT: r=0,27, p = 0,02). Die CFT im FIBTEM verfehlte das Signifikanzniveau knapp
(FIBTEM CFT: r = 0,25, p = 0,05). In denselben drei Kanilen konnte eine signifikante
negative Korrelation der MCF mit dem Anteil NET-assoziierter neutrophiler
Granulozyten gezeigt werden (EXTEM MCF: r=-0,28, p < 0,01; INTEM MCEF:
r=-0,32,p <0,01; FIBTEM MCF: r=-0,25, p = 0,03) (siche Abbildung 16).

Fiir die mittels Impedanzaggregometrie bestimmten Parameter konnte keine signifikante

Assoziation zu den zelluldren NET-assoziierten Verdnderungen festgestellt werden.

Die einzelnen Korrelationskoeffizienten und Signifikanzniveaus sind in Tabelle 10

dargestellt.

Tabelle 10: Korrelation der NET-Marker mit Koagulationsparametern. Signifikanzniveau:
*: p<0,05; **: p<0,01. Abkiirzungen: CFT: Clot Formation Time, CT: Clotting Time, LI: Lysis Index,
MCF: Maximum Clot Firmness, PTT: Partielle Thromboplastinzeit, INR: International Normalized Ratio.

Parameter Korrelationskoeffizient p-Wert
Thrombelastometrie

EXTEM CFT (s) 0,27 0,02*
EXTEM CT (s) 0,12 0,30
EXTEM LI60 (%) 0,01 0,97
EXTEM MCF (mm) -0,28 <0,01%**
INTEM CFT (s) 0,20 0,09
INTEM CT (s) 0,12 0,33
INTEM LI60 (%) 0,02 0,85
INTEM MCF (mm) -0,32 <0,01%*
FIBTEM CFT (s) 0,25 0,05
FIBTEM CT (s) 0,00 0,99
FIBTEM LI60 (%) 0,06 0,59
FIBTEM MCF (mm) -0,25 0,03*
NATEM CFT (s) -0,01 0,91
NATEM CT (s) -0,04 0,74
NATEM LI160 (%) 0,03 0,84
NATEM MCF (mm) -0,09 0,46
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Vollblut-Impedanzaggregometrie

ASPI-Test (Einheiten) -0,063 0,6
TRAP-Test (Einheiten) -0,085 0,48
ADP-Test (Einheiten) -0,07 0,56

Globale Gerinnungsparameter

PTT (s) 20,09 0,5
INR 0,08 0,52
Thrombozyten (nL™!) -0,16 0,17
Fibrinogen (g/L) -0,1 0,7
FIBTEM MCF EXTEM MCF
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Abbildung 16: Korrelation der NET-Marker mit FIBTEM/EXTEM MCEF. Die zeitlichen Verldufe
des Anteils NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten (A, D) sowie der MCF im FIBTEM- (B) und
EXTEM-Assay (E) sind als Boxplot-Diagramme dargestellt. Streudiagramme zeigen die Korrelation
zwischen dem Anteil NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten und der FIBTEM-MCF (C) sowie der
EXTEM-MCF (F). Angegeben sind der Pearson-Korrelationskoeffizient () und das Signifikanzniveau
(p). Abkiirzungen: priop: prdoperativ, postop: postoperativ, h: Stunden, NETs: Neutrophil Extracellular
Traps, MCF: Maximum Clot Firmness.
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3.6 Zellulare NET-assoziierte Parameter und SOFA-Score

Zwischen den durchflusszytometrisch bestimmten NET-assoziierten neutrophilen
Granulozyten und dem SOFA-Score konnte kein signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden (» = -0,02, p = 0,38). Aufgrund fehlender Parameter konnte der
SOFA-Score praoperativ sowie unmittelbar postoperativ nicht bestimmt werden, sodass
die Auswertung auf die Zeitpunkte 24 und 72 Stunden nach dem Eingriff beschrinkt
blieb.

Der zeitliche Verlauf des SOFA-Scores ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Perioperativer Verlauf des SOFA-Scores. Die Daten werden als Median und
Interquartilsabstand angegeben. Abkiirzungen: SOFA: Sepsis-related Organ Failure Assessment.

Préoperativ -
Postoperativ -

24 Stunden 2(0-3)

72 Stunden 3,5(1,8-4.8)
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4 Diskussion

Die vorliegende prospektive, explorative Beobachtungsstudie untersuchte, ob der Anteil
NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten im peripheren Blut nach groBlen
abdominalchirurgischen Eingriffen ansteigt. Die Ergebnisse werden im Kontext
systemischer Inflammation sowie perioperativer Gerinnungsveranderungen eingeordnet.
Diese Fragestellung ist klinisch und methodisch insofern relevant, als Daten zur
durchflusszytometrischen Quantifizierung zirkulierender NET-assoziierter neutrophiler
Granulozyten im unmittelbaren postoperativen Verlauf solcher Eingriffe bislang nicht

systematisch vorlagen.

Es zeigte sich unmittelbar postoperativ ein signifikanter, jedoch transienter Anstieg des
Anteils  zelluldrer NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten. Dieser frithe
postoperative Anstieg war nach 24 und 72 Stunden nicht mehr signifikant erhéht. Zudem
bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen den zelluliren NET-assoziierten
Parametern und etablierten klinischen Inflammationsmarkern sowie ausgewéhlten

serologischen Surrogatparametern neutrophiler Aktivierung.

In Bezug auf die perioperative Himostase ergaben sich keine Assoziationen zu globalen
Gerinnungsparametern oder zur Thrombozytenfunktion in der Impedanzaggregometrie.
Demgegeniiber konnten Zusammenhidnge zwischen zelluliren NET-assoziierten

Verianderungen und einzelnen thrombelastometrischen Parametern beschrieben werden.

4.1 Bewertung der Durchflusszytometrie zur Quantifizierung von NETs

Zur Quantifikation von NETs stehen verschiedene methodische Ansdtze zur Verfiigung,
darunter serologische Verfahren, DNA-basierte Assays sowie licht- und
konfokalmikroskopische Techniken [21, 104]. Viele dieser Verfahren sind mit einer
mehrstufigen Probenaufbereitung sowie einer nachgelagerten Auswertung verbunden
und werden typischerweise mit einer zeitlichen Entkopplung von Probenentnahme und

Analyse durchgefiihrt [136].

Im perioperativen Setting grofer chirurgischer Eingriffe besteht jedoch ein besonderes
Interesse an Verfahren, die eine zeitnahe und hochdurchsatzfihige Beurteilung der

NETose im Verlauf ermdglichen. Daraus ergibt sich der Bedarf an praktikablen und
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reproduzierbaren Methoden, die eine zeitlich engmaschige Erfassung NET-assoziierter

Verénderungen im peripheren Blut erlauben.

Die Durchflusszytometrie bietet als Einzelzellmethode grundsitzlich die Moglichkeit,
zelluldre Aktivierungs- und Strukturverdnderungen neutrophiler Granulozyten schnell
und objektiv zu erfassen [97]. Bislang fand sie jedoch nur in wenigen Studien Anwendung
zur Quantifizierung NET-assoziierter Parameter. Methodische Arbeiten von Gavillet et
al. sowie Lee et al. konnten zeigen, dass sich NET-assoziierte Verdnderungen
neutrophiler  Granulozyten durch die Kombination spezifischer = Marker
durchflusszytometrisch erfassen lassen [53, 79]. Eine systematische Anwendung dieses
Ansatzes im perioperativen Kontext groBer chirurgischer Eingriffe lag jedoch bislang

nicht vor.

Auf dieser Grundlage wurde in der vorliegenden Studie das von Lee et al. etablierte
durchflusszytometrische Protokoll adaptiert und im Hinblick auf seine Anwendbarkeit im
zeitkritischen perioperativen Kontext modifiziert [79]. Die Anpassungen dienten dazu,
einen bestehenden methodischen Ansatz an die Anforderungen des zeitkritischen
perioperativen Settings anzupassen und seine prinzipielle klinische Anwendbarkeit zu

prifen.

Die von Lee et al. beschriebene Verwendung von unfixiertem Vollblut wurde beibehalten
und durch den Einsatz direkt konjugierter monoklonaler Antikorper ergénzt. Der Einsatz
direkt konjugierter Antikorper ist grundsidtzlich mit einer Vereinfachung des
Féarbeprotokolls verbunden wund kann zu einer Reduktion unspezifischer

Hintergrundsignale beitragen [86].

Eine weitere Anpassung betraf die Gating-Strategie. Anstelle von Isotypenkontrollen
wurde ein FMO-Kontrollverfahren nach Blockade potenziell unspezifischer
Bindungsstellen eingesetzt. Dieses Vorgehen beriicksichtigt Fluoreszenz-Spillover- und
Spreading-Effekte, die insbesondere bei Mehrfarben-Panels die Trennschirfe zwischen
negativen und schwach positiven Populationen beeinflussen koénnen [130]. Das FMO-
Verfahren erlaubt damit eine realistischere Abschitzung der Hintergrundfluoreszenz und

unterstiitzt eine reproduzierbare Abgrenzung der relevanten Zellpopulationen.

Vor der Analyse von Patientenproben wurde das Verfahren in Vorversuchen methodisch
iiberpriift. Nach ex vivo-Stimulation von Vollblut mit PMA, einem etablierten Induktor

der NETose [21], konnte die Induktion NET-assoziierter Verédnderungen sowohl
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durchflusszytometrisch als auch mittels Fluoreszenzmikroskopie nachvollzogen werden.
Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie diente dabei als qualitative Plausibilisierung, dass
die MPO- und anti-H3-Histon-positiven Zellen neutrophile Granulozyten mit NETose-
kompatiblen Verdnderungen darstellen. Dariiber hinaus zeigte sich in mehreren
Versuchsreihen nach Erythrozytenlyse eine weitgehend intakte Zellmembran der

Granulozyten, was durch eine geringe 7-AAD-Positivitdt belegt wurde.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die durchflusszytometrische Quantifizierung
zelluldarer NET-assoziierter Verdnderungen im perioperativen Kontext prinzipiell

durchfiihrbar ist.

4.1.1 Limitationen der Methode

Eine wesentliche Einschrinkung der Durchflusszytometrie zur Quantifikation von NETs
ergibt sich aus der grundsétzlichen Methodik des Verfahrens. Die Durchflusszytometrie
erfasst ausschlieBlich intakte Zellen und analysiert diese anhand definierter Kriterien wie
GroBe, Granularitdt und der Markierung mit spezifischen Antikérpern. Extrazelluldre
NET-Fasern oder freie NET-Fragmente kdnnen daher nicht direkt detektiert werden. Die
NETose wird folglich nur indirekt erfasst, indem zelluldre Merkmale gemessen werden,

die mit bestimmten Phasen des NETose-Prozesses assoziiert sind [136].

Da zentrale NET-Komponenten wie Myeloperoxidase (MPO) oder Histon-assoziierte
Strukturen bei vollstindig gebildeten NET-Strukturen iiberwiegend extrazelluldr
lokalisiert sind, bildet die durchflusszytometrische Analyse primér aktivierte, noch

zellulér erfassbare neutrophile Granulozyten ab [92].

Entsprechend werden insbesondere frithe Phasen der lytischen (suizidalen) NETose
sowie initiale Schritte der vitalen NETose erfasst, in denen die Zellmembran noch
weitgehend intakt ist [22, 105], wéhrend vollstindig freigesetzte NET-Strukturen und
deren Abbauprodukte methodisch kaum oder nicht erfasst werden [154]. Das Verfahren
bildet somit nur einen Teilaspekt der NETose ab, sodass eine indirekte Einschitzung des
NETose-Ausmafes nur unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Sensitivitét fiir
einzelne NETose-Formen und -Stadien mdglich ist [136]. Es ist jedoch nicht abschlieend
geklart, inwieweit die im Blut gemessenen NETose-assoziierten Zellen die tatséchliche

NET-Aktivitdt im Organismus abbilden.
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Dariiber hinaus ist die Methode in hohem Mafle von der gewéhlten Gating-Strategie
abhingig. Morphologische Veridnderungen neutrophiler Granulozyten im Verlauf der
NETose, einschlieBlich Zellschwellung, verdnderter Granularitit sowie der Bildung
groflerer Zellaggregate, konnen dazu flihren, dass NET-assoziierte Zellen aullerhalb
definierter Messfenster der Durchflusszytometrie liegen [22, 136]. In der vorliegenden
Studie wurden ausschlieBlich vitale Einzelzellen ausgewertet. Grofere Zellaggregate
wurden nicht in die Analyse einbezogen. Diese Vorgehensweise erhoht die methodische
Stringenz und Vergleichbarkeit zwischen Proben, kann jedoch mit einer systematischen

Untererfassung fortgeschrittener NETose-Stadien einhergehen.

Neben diesen konzeptionellen Einschrinkungen ist die Durchflusszytometrie ein
methodisch anspruchsvolles Verfahren. Die Reproduzierbarkeit der
durchflusszytometrischen NET-Quantifizierung ist in der Literatur nicht durchgehend
gewihrleistet, da bereits geringe Unterschiede in Probenvorbereitung, die Auswahl und
Kombination von Antikérpern und Fluorochromen sowie die Gating-Strategie zu deutlich
abweichenden Ergebnissen fithren konnen [136, 154]. Die Methode reagiert somit
empfindlich auf methodische Details, sodass eine Vergleichbarkeit zwischen Studien

nicht automatisch gegeben ist.

Ein weiterer kritischer Aspekt betrifft die klinische Aussagekraft der
durchflusszytometrisch erfassten NETose-assoziierten Neutrophilen im peripheren Blut.
Die pathophysiologisch relevanten Effekte der NETose treten iiberwiegend lokal, im
Bereich der Kapillaren, auf [59, 81]. Entsprechend spiegelt die durchflusszytometrische
Quantifizierung im peripheren Blut die lokale NET-Aktivitdt nur eingeschriankt wider und

stellt primér einen Surrogatparameter dar [136].

SchlieBlich ist die geringe ex vivo-Stabilitdit neutrophiler Granulozyten zu
beriicksichtigen. Diese neigen bereits kurz nach der Blutentnahme zur spontanen
Aktivierung bzw. konnen durch Probenmanipulation aktiviert werden [6]. Daher miissen
Vollblutproben unmittelbar verarbeitet werden, eine Lagerung oder Kryokonservierung
ist, abgesehen von Serumproben, nicht moglich [78]. Die zeitkritische Probenhandhabung
erschwert eine standardisierte Durchfiihrung und limitiert die praktische Anwendbarkeit
des Verfahrens. Zwar wurden die Proben in der vorliegenden Studie unmittelbar nach
Blutentnahme verarbeitet, geringfiigige Unterschiede im Verarbeitungszeitpunkt lassen

sich methodisch jedoch nicht vollstidndig ausschlieBen.
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4.2  Interpretation der experimentellen Ergebnisse
4.2.1 Durchflusszytometrische Quantifikation der NET's

In der vorliegenden Studie zeigte sich unmittelbar postoperativ ein signifikanter Anstieg
des Anteils NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten im peripheren Blut, wihrend sich
die Werte nach 24 und 72 Stunden nicht mehr signifikant vom préoperativen
Ausgangsniveau unterschieden. Diese frithe und transiente Dynamik spricht dafiir, dass
NET-assoziierte zellulire Verdnderungen vor allem im unmittelbaren perioperativen

Zeitraum auftreten und rasch wieder abklingen.

Das zugrunde liegende durchflusszytometrische Analyseprinzip zur Erfassung NET-
assoziierter neutrophiler Granulozyten wurde in mehreren methodischen Arbeiten
hinsichtlich Spezifitdt und Validitit untersucht [53, 79, 154]. Vergleichbare Daten aus
dem unmittelbaren perioperativen Kontext grofer abdominalchirurgischer Eingriffe

liegen bislang nur in sehr begrenztem Umfang vor.

Serologische NET-Marker wurden hingegen in mehreren chirurgischen Studien
untersucht. Diese Surrogatparameter bilden zwar andere Dimensionen der NETose ab
und sind somit nicht direkt vergleichbar, zeigen in verschiedenen chirurgischen

Kollektiven aber ebenfalls einen postoperativen Anstieg der NET-Marker.

In der prospektiven Arbeit von Liu et al. wurden bei péddiatrischen Patienten nach
Lebertransplantation NET-Marker im Serum bestimmt. Dabei zeigte sich 24 Stunden
postoperativ ein ausgeprigter und signifikanter Anstieg, wobei frithere Zeitpunkte nicht
erfasst wurden [88]. Auch in Studien von Zheng et al. und Ivey et al. kam es bei
Patientinnen und Patienten nach Pankreatektomie zu postoperativen Anstiegen der
Serum-NET-Parameter [63, 155], wobei die hochsten Werte typischerweise erst an den

Tagen 3 bis 4 erreicht wurden.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete sehr frithe und bereits innerhalb von 24 bis
72 Stunden wieder abklingende Aktivierung unterscheidet sich somit deutlich von den
dargestellten zeitlichen Verldufen serologischer Marker. Diese Unterschiede lassen sich
zum einen durch die Heterogenitdt der untersuchten Populationen erklédren (insbesondere
das pédiatrische Kollektiv bei Liu et al.) und zum anderen durch die unterschiedlichen
gewihlten Messansitze begriinden. Serologische NET-Komponenten bilden vor allem

vollstindig freigesetzte NET-Strukturen ab, wihrend durchflusszytometrische
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Messungen primidr frilhe zellulire Verdnderungen neutrophiler Granulozyten
widerspiegeln. Daher sind Unterschiede in der zeitlichen NET-Kinetik zwischen

zelluldren und serologischen Markern plausibel.

Der in dieser Kohorte beobachtete Anstieg des Anteils NET-assoziierter Neutrophiler
zwischen préoperativer und unmittelbarer postoperativer Messung war zwar statistisch
signifikant, im absoluten Ausmal jedoch eher moderat. Eine mdgliche Erkldrung liegt in
den Charakteristika des untersuchten Patientenguts. In 65 % der Félle lag eine maligne
Tumorerkrankung vor. Mehrere Arbeiten konnten bei Patientinnen und Patienten mit
kolorektalem Karzinom, Pankreaskarzinom oder Magenkarzinom bereits prioperativ
erhohte serologische NET-Marker nachweisen [99, 107, 115, 156]. Unter
Beriicksichtigung der nicht direkt vergleichbaren Messmethodik konnte eine
vorbestehende erhohte NET-Aktivitit den prioperativen Ausgangswert in dieser Kohorte

angehoben und den perioperativen Effekt zumindest teilweise maskiert haben.

Dariiber hinaus ist es denkbar, dass bei einem Teil der untersuchten, schwerkranken
Probanden bereits prioperativ Verdnderungen der neutrophilen Granulozyten bestehen,
die zu einer verminderten zusétzlichen Aktivierbarkeit filhren. In Studien zur Sepsis
wurde eine solche reduzierte NETose nach ex vivo Stimulation der Granulozyten
beschrieben [58, 108]. Eine Ubertragung dieses Mechanismus auf das perioperative
Setting ist nicht ohne weiteres moglich, kann aber als Hypothese fiir zukiinftige

Forschung dienen.

Zusatzlich ist zu beriicksichtigen, dass NET-assoziierte Prozesse iiberwiegend lokal
ablaufen und eine periphere Messung zelluldrer NET-assoziierter Verdnderungen diese
Prozesse moglicherweise nur eingeschrinkt widerspiegelt, ohne das tatséchliche Ausmal3

der NET-assoziierten Prozesse vollstindig abzubilden [59].

Methodisch ist zudem zu beriicksichtigen, dass unterschiedliche NET-
Detektionsverfahren teils stark divergierende Ergebnisse liefern konnen. Wie Stoimenou
et al. zeigen konnten, liefern unterschiedliche Verfahren, wie etwa serologische NET-
Marker, immunfluoreszenzbasierte NET-Detektion oder zelluldre Aktivierungsmarker,
selbst beim gleichen Probenmaterial teils deutlich abweichende Ergebnisse [136]. Dies
verdeutlicht, dass die verschiedenen Methoden unterschiedliche Aspekte der NETose
abbilden [104] und ein direkter Vergleich zwischen Studien nur im Kontext der

verwendeten Messmethodik sinnvoll moglich ist.
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Unsere Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass grof3e abdominalchirurgische Eingriffe
mit einem Anstieg NET-assoziierter Neutrophiler im peripheren Blut einhergehen. Der
signifikante Anstieg unmittelbar nach der Operation bestétigt diesen Zusammenhang,
auch wenn die Aktivierung nur voriibergehend nachweisbar war. Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um die biologischen Hintergriinde und die klinische

Relevanz dieser Beobachtung genauer einzuordnen.

4.2.2 Serologische Inflammationsparameter

Zur erginzenden Einordnung der postoperativen systemischen Inflammation wurden
neben den zelluliren NET-assoziierten Parametern auch etablierte klinische
Entziindungsparameter sowie ausgewdihlte humorale Inflammationsmarker untersucht.
Untersucht wurde, ob die etablierten klinischen Entziindungsparameter Leukozytenzahl,
CRP und PCT sowie die ausgewdhlten serologischen Marker, die mittels ELISA
bestimmt wurden, mit den friih auftretenden zelluldren NET-assoziierten Verdnderungen
korrespondieren. Diese serologischen Marker (HMGBI1, MPO und IL-8) stellen zwar
keine spezifischen NET-Marker dar, werden in der Literatur jedoch im Zusammenhang
mit neutrophiler Aktivierung und NET-assoziierten Prozessen beschrieben [9, 87, 125,

138].

Im Gegensatz zu den zelluldiren NET-assoziierten Parametern, die in dieser Arbeit einen
frithen postoperativen Peak mit rascher Normalisierung zeigten, wiesen die etablierten
Inflammationsparameter Leukozytenzahl, CRP und PCT erwartungsgemifl deutlich
abweichende zeitliche Verldufe auf. Die Leukozytenzahl stieg unmittelbar postoperativ
an, erreichte nach 24 Stunden ithr Maximum und normalisierte sich bis 72 Stunden wieder.
Dieses Muster entspricht der bekannten postoperativen Leukozytose nach groflen
chirurgischen Eingriffen [150]. Das CRP zeigte dagegen einen verzdgerten Anstieg mit
den hochsten Werten am dritten postoperativen Tag und folgt damit der beschriebenen
Kinetik dieses Akut-Phase-Proteins [150]. Fiir PCT ergaben sich lediglich geringe
postoperative Verdnderungen, was im nicht-infektidsen perioperativen Setting plausibel
ist, da dieser Marker primér zur Detektion bakterieller Infektionen und systemischer
Sepsis etabliert ist [14, 47] und bei steriler Entziindungsreaktion haufig nur moderat

ansteigt [10].
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Aufgrund der unterschiedlichen Kinetiken und biologischen Bezugsebenen iiberrascht
das Ausbleiben signifikanter Korrelationen mit den zelluliren NET-assoziierten

Parametern nicht.

IL-8 wird als friih freigesetztes proinflammatorisches Zytokin in mehreren Arbeiten als
relevanter Parameter der perioperativen Inflammation und als potenzieller Biomarker
diskutiert, wobei der in der vorliegenden Kohorte beobachtete Anstieg der IL-8-Spiegel
unmittelbar postoperativ sowie nach 24 Stunden den in der Literatur beschriebenen
perioperativen Verldufen entspricht [66, 109]. Trotz dieser zeitlich tiberlappenden friithen
postoperativen Aktivierung lieB3 sich jedoch keine signifikante Korrelation zwischen den

IL-8-Spiegeln und den zelluldren NET-assoziierten Parametern nachweisen.

Als zentrales proinflammatorisches Chemokin spielt IL-8 eine indirekte Rolle im Kontext
der NETose [149]. Es kann als frither Mediator der neutrophilen Aktivierung tiber
intrazellulare Mitogen-activated-protein-kinase- (MAPK)-Signalwege NET-Freisetzung
induzieren [28, 129]. Diese Signalwege sind jedoch hochgradig kontextabhingig und
nicht allein durch die systemische IL-8-Konzentration determiniert [28]. Serologisch
bestimmte IL-8-Spiegel erlauben daher keine direkte Aussage tiber die Aktivierung dieser

intrazelluldren Signalwege oder iiber das tatsdchliche Ausmal} der NETose.

In der vorliegenden Studie zeigte sich sowohl unmittelbar postoperativ als auch nach 24
Stunden ein signifikanter Anstieg der MPO-Plasmaspiegel. MPO ist ein zentraler
Bestandteil von NET-Strukturen und spielt eine aktive Rolle bei der Umwandlung von
Chromatin in NETs [27]. Fiir MPO gibt es fiir abdominalchirurgische Kollektive keine
belastbaren Daten, wihrend vergleichbare perioperative Verldufe insbesondere aus der

Herz- und Thoraxchirurgie beschrieben sind [3, 103].

Eine signifikante Korrelation zwischen MPO-Spiegeln und zelluldren NET-assoziierten
Parametern lieB sich jedoch nicht nachweisen. Dies ist pathophysiologisch erklédrbar, da
MPO nicht ausschlieBlich im Rahmen der NETose freigesetzt wird, sondern auch bei
klassischer neutrophiler Degranulation, oxidativem Stress [30, 68] oder infolge
pharmakologischer Einfliisse wie einer systemischen Heparingabe [11]. Serologisch
erhohte MPO-Spiegel reflektieren somit primédr eine unspezifische neutrophile
Aktivierung und lassen keine verldssliche Unterscheidung zwischen NET-Freisetzung

und anderen Aktivierungsmechanismen zu [136].
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HMGBI ist ein nukleéres Protein, das iiber passive Freisetzung im Rahmen von Nekrose,
aktive Sekretion durch Immunzellen sowie im Kontext der NETose freigesetzt werden
kann [33, 149]. Extrazelluldr fungiert HMGBI1 als DAMP und reflektiert insbesondere
sterile Inflammation und Gewebeschidigung [7, 142, 146]. In der vorliegenden Studie
zeigten sich jedoch keine signifikanten perioperativen Veranderungen der HMGBI-

Spiegel.

Ein postoperativer Anstieg wurde nicht beobachtet. Dies konnte u.a. dadurch bedingt
sein, dass HMGB1 zwar primédr als unspezifischer Marker das Ausmall von
Gewebeschadigung widerspiegelt, aber auch stark vom zugrunde liegenden
Krankheitsbild abhéngt [33, 142]. In der untersuchten Kohorte lag ein hoher Anteil
maligner Erkrankungen vor, flir die bereits prdoperativ erhohte HMGBI1-Spiegel
beschrieben sind [36]. Zwar kann HMGBI als proinflammatorischer Stimulus unter
bestimmten Bedingungen die NET-Bildung fordern [138, 149], ist jedoch aufgrund seiner
fehlenden Spezifitit als serologischer Marker nicht geeignet, das Ausmaf zellulérer NET-

assoziierter Prozesse verlasslich abzubilden.

Zusammengefasst erfasst keiner der analysierten serologischen Inflammationsparameter
die  mittels Durchflusszytometrie  bestimmten  frithen = Aktivierungs- und
Strukturverdnderungen neutrophiler Granulozyten direkt und erlaubt keine verldssliche
Aussage zur zelluliren NET-Aktivitdt. Entsprechend zeigte sich keine signifikante
Assoziation mit den zelluldren NET-assoziierten Parametern, sodass die Subhypothese

H2 nicht bestétigt werden konnte.

4.2.3 Koagulationsparameter

Aufbauend auf dem Konzept der Immunothrombose [44] wurde untersucht, ob sich
zelluldre NET-assoziierte Verdanderungen im perioperativen Verlauf in globalen oder

funktionellen Gerinnungsparametern widerspiegeln.

Weder fir die globalen Gerinnungsparameter noch fiir die  mittels
Impedanzaggregometrie bestimmten Thrombozytenfunktionsparameter zeigte sich eine

signifikante Beziehung mit den zelluldren NET-assoziierten Verdnderungen.

Das Ausbleiben von Assoziationen zu den betrachteten Gerinnungsparametern ist vor

allem auf die unterschiedlichen methodischen Ansatzpunkte der verwendeten
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Messverfahren zuriickzufithren. INR und PTT erfassen die Zeit bis zur initialen
Gerinnselbildung und erlauben daher nur begrenzte Aussagen zu einzelnen Abschnitten
der plasmatischen Gerinnungskaskade. Prozesse, die {iber friihe, funktionelle oder lokale
Verdanderungen der Gerinnung vermittelt werden, werden durch diese Parameter nur
eingeschriankt abgebildet [133, 135]. Auch die Bestimmung von Fibrinogen und
Thrombozytenzahl bildet primédr quantitative Aspekte einzelner Gerinnungskomponenten
ab, wihrend funktionelle oder strukturelle Verdnderungen der Gerinnselbildung, wie sie
beispielsweise im Kontext NET-vermittelter Mechanismen diskutiert werden [50], durch

diese Parameter nicht erfasst werden [13, 134].

Die Impedanzaggregometrie ist ein Verfahren zur funktionellen Beurteilung der
agonisteninduzierten Aggregationsfdhigkeit von Thrombozyten in antikoaguliertem
Vollblut unter statischen Bedingungen und eignet sich besonders zur Detektion der
Effekte von Thrombozytenaggregationshemmern [70]. NETs konnen zwar als
Thrombozytenaktivatoren fungieren, vermitteln ihre Effekte jedoch {iber Mechanismen,
die sich grundlegend von den agonisteninduzierten Aggregationswegen unterscheiden,

die in der Impedanzaggregometrie gepriift werden [50].

Generell sind NET-vermittelte Effekte auf die Hdmostase vor allem lokal und
kontextabhingig [81, 95], was das Ausbleiben einer Assoziation zu den betrachteten

Gerinnungsparametern zuséatzlich erklart.

Im Gegensatz zu den iibrigen Gerinnungsparametern zeigten sich jedoch fiir einzelne
thrombelastometrische Parameter Zusammenhinge mit den zelluldren NET-assoziierten
Verdanderungen. Die Thrombelastometrie erlaubt als funktionelles Verfahren die
Beurteilung der dynamischen Gerinnselbildung unter Beriicksichtigung plasmatischer,
zelluldrer und fibrinbasierter Komponenten. Damit werden Aspekte der Hémostase

erfasst, die durch klassische Gerinnungsparameter nicht dargestellt werden [151].

Fir die CFT zeigten sich in den drei Kandlen (EXTEM, INTEM, FIBTEM) positive
Korrelationskoeftizienten, wobei statistische Signifikanz nur fiir EXTEM erreicht wurde.
Die CFT beschreibt die Geschwindigkeit der Gerinnselbildung nach initialer
Fibrinbildung. In denselben Kanilen war die MCF signifikant negativ mit den zelluldren
NET-assoziierten Parametern korreliert. Die MCF spiegelt die maximale mechanische

Stabilitit des Gerinnsels wider. Damit waren CFT und MCF die einzigen untersuchten
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Gerinnungsmarker, die einen messbaren Zusammenhang mit zelluldren NET-assoziierten

Verdnderungen zeigten.

Da es sich um die erste Beschreibung dieser Beobachtung handelt und die vorliegende
Studie nicht auf die Untersuchung zugrunde liegender Kausalmechanismen ausgelegt

war, bleiben die Ursachen dieser Assoziation unklar.

Vor dem Hintergrund, dass NETs mit Fibrin und Thrombozyten interagieren und damit
die Gerinnselarchitektur und -festigkeit beeinflussen konnen [75, 144], ist zu erwarten,
dass potenzielle NET-Effekte eher in viskoelastischen Vollblutverfahren als in

plasmatischen Globaltests sichtbar werden.

H3 wurde in der urspriinglich erwarteten prokoagulatorischen Richtung nicht bestétigt. Die
beobachteten Assoziationen mit thrombelastometrischen Parametern liefern dennoch

einen interessanten Ansatzpunkt fiir zukiinftige Untersuchungen.

4.2.4 Zelluliire NET-Parameter und perioperative Organdysfunktion

GroBle abdominalchirurgische Eingriffe gehen haufig mit einer perioperativen
Organdysfunktion einher [112]. Ein hdufig verwendeter klinischer Score zur
Beschreibung von Organdysfunktion ist der SOFA-Score, der urspriinglich zur Erfassung
sepsisassoziierter Organdysfunktion validiert wurde und das Ausmall manifester
Funktionsstorungen mehrerer Organsysteme in einem zusammengesetzten Score abbildet
[132]. Im perioperativen Setting kdnnen jedoch auch sterile Entziindungsreaktionen mit
voriibergehenden Organfunktionsstorungen einhergehen, ohne dass eine infektiose
Genese vorliegt [112, 127]. Entsprechend eignet sich der SOFA-Score im perioperativen
Verlauf nur eingeschriankt zur Differenzierung zwischen steriler Inflammation und
Sepsis, stellt jedoch weiterhin einen klinisch relevanten Parameter zur Beschreibung

perioperativer Organdysfunktion dar [112, 127].

Alle in die vorliegende Studie eingeschlossenen Patientinnen und Patienten erfiillten
postoperativ die SIRS-Kriterien, da dies als Einschlusskriterium definiert war, sodass eine
inflammatorische Aktivierung einen erwartbaren Bestandteil des perioperativen Verlaufs
darstellte. In diesem Kontext stellte sich die Frage, ob zelluldire NET-Parameter tiber die
Abbildung reiner Inflammation hinaus auch mit dem Ausmall perioperativer

Organdysfunktion assoziiert sind.
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Es wurde explorativ untersucht, ob zwischen den durchflusszytometrisch bestimmten
zelluldren NET-assoziierten Verdnderungen neutrophiler Granulozyten und dem SOFA-

Score ein Zusammenhang besteht.

In der vorliegenden Studie lie sich keine signifikante Korrelation zwischen den
zelluldren NET-assoziierten Parametern und dem SOFA-Score nachweisen. Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass der SOFA-Score prdoperativ sowie unmittelbar postoperativ
aufgrund unzureichender Datenlage nicht berechnet werden konnte und die Analyse

somit auf spdtere Zeitpunkte beschriankt war.

Wiéhrend der SOFA-Score im Verlauf zwischen dem ersten und dritten postoperativen
Tag einen Anstieg zeigte, waren die zelluliren NET-assoziierten Neutrophilen

ausschlieBlich im unmittelbaren postoperativen Zeitraum signifikant erhoht.

Diese unterschiedliche =zeitliche Kinetik ist plausibel. Die durchflusszytometrisch
erfassten zelluldren NET-assoziierten Verdnderungen mit ihrer frithen und transienten
Erhohung bilden primér frilhe Aktivierungs- und Strukturverdnderungen neutrophiler
Granulozyten ab. Der SOFA-Score erfasst hingegen als klinischer Summenparameter das
Ausmall manifester Organdysfunktion, welches typischerweise durch multifaktorielle
und zeitlich verzogert auftretende Prozesse geprégt ist. Eine direkte Beziehung zwischen

den beiden Ebenen ist daher nicht unbedingt zu erwarten.

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafiir, dass zellulire NET-assoziierte Parameter in
diesem Setting keine geeigneten Marker zur Abbildung perioperativer Organdysfunktion
darstellen und insbesondere nicht zur Differenzierung zwischen steriler Inflammation und

infektios bedingter Organdysfunktion herangezogen werden kénnen.

Das Ausbleiben einer Korrelation bedeutet jedoch nicht, dass NET-assoziierte zelluldre
Mechanismen im Rahmen der perioperativen Inflammation keine Rolle spielen, sondern
verdeutlicht vielmehr die unterschiedlichen Ebenen der erfassten Prozesse sowie den
explorativen Charakter dieser Fragestellung. Die vorliegende Studie war nicht darauf
ausgelegt, eine klinische Diskrimination zwischen SIRS und Sepsis zu untersuchen, und
erlaubt aufgrund ihres explorativen Designs keine belastbaren Aussagen in dieser
Hinsicht. Entsprechende Fragestellungen sollten Gegenstand zukiinftiger prospektiver
Studien sein, die gezielt auf definierte infektiose Komplikationen und klinisch relevante

Endpunkte ausgerichtet sind.
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4.3 Limitationen

Die Interpretation der vorliegenden Studienergebnisse erfolgt unter Beriicksichtigung
verschiedener Limitationen. Das prospektive, monozentrische, explorative und nicht-
interventionelle Beobachtungsdesign dieser Studie ist nicht geeignet, kausale
Zusammenhidnge zu belegen. Daher erlauben die dargestellten Assoziationen

ausschlieBlich hypothesengenerierende Schlussfolgerungen.

Zudem schrinkt die begrenzte Fallzahl die statistische Aussagekraft einzelner Analysen
ein und konnte dazu beigetragen haben, dass insbesondere moderate Effekte nicht

detektiert wurden.

Durch das Einschlusskriterium von mindestens zwei SIRS-Kriterien wurden
ausschlieBlich Patientinnen und Patienten mit bereits klinisch fassbarer systemischer
Reaktion erfasst. Dies entspricht der Zielsetzung der Arbeit. Aussagen zu

unkomplizierten postoperativen Verldufen ohne SIRS sind daraus jedoch nicht ableitbar.

Die Studienpopulation umfasste heterogene grofle abdominalchirurgische Eingriffe mit
unterschiedlichen OP-Charakteristika (z.B. OP-Dauer, Blutverlust), die nicht unbedingt
miteinander vergleichbar sind. Dies erhoht das Risiko relevanter Verzerrung durch
Storfaktoren. Aufgrund der Fallzahl war eine belastbare Adjustierung fiir solche

Einflussvariablen nicht moglich.

Neben eingriffsbedingten Unterschieden sind auch patienten- und behandlungsbezogene
Einflussfaktoren zu beriicksichtigen. Das untersuchte Kollektiv umfasste Patientinnen
und Patienten mit unterschiedlichen Grunderkrankungen, einem hohen Anteil maligner
Vorerkrankungen sowie variablen intensivmedizinischen Behandlungsverldufen. Diese
Faktoren konnten im Rahmen des Beobachtungsdesigns nicht kontrolliert werden und

konnten sich auf die untersuchten NET-assoziierten Parameter ausgewirkt haben.

Insbesondere perioperative antikoagulatorische Therapien stellen einen potenziell
relevanten Einflussfaktor auf NET-assoziierte Parameter dar. In der untersuchten Kohorte
erhielten alle Patientinnen und Patienten prdoperativ eine prophylaktische
Heparinisierung, die in einem Grofteil der Fille auch im weiteren postoperativen Verlauf
fortgefiihrt wurde. Experimentelle und klinische Daten deuten darauf hin, dass eine frithe

Antikoagulation die NET-Freisetzung modulieren bzw. reduzieren kann [20, 50, 152].
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Vor diesem Hintergrund kann nicht ausgeschlossen werden, dass Heparinisierung zu
einer Abschwichung oder zeitlichen Verschiebung messbarer NET-assoziierter
Verdnderungen beigetragen hat. Auch der Einfluss weiterer perioperativer Faktoren auf
die untersuchten NET-assoziierten Parameter konnte im Rahmen des Studiendesigns

nicht systematisch kontrolliert werden.

Eine weitere Limitation betrifft die zeitliche Auflosung der Probenentnahme. Obwohl
mehrere perioperative Zeitpunkte untersucht wurden, ist nicht auszuschlieBen, dass
relevante NET-assoziierte Verdnderungen auch auBlerhalb dieser Intervalle auftraten.
Insbesondere sehr frithe oder verzogert einsetzende immunologische Prozesse kdnnten

durch das gewihlte Zeitfenster nur unvollstindig erfasst worden sein.

Neben den genannten design- und settingbedingten Einschrinkungen sind auch
methodische Limitationen der durchflusszytometrischen Quantifikation zellularer NET-
assoziierter Verdnderungen bei der Interpretation der Ergebnisse zu beriicksichtigen, die

bereits in Kapitel 4.1.1 diskutiert wurden.
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5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit erweitert das Verstdndnis frither perioperativer Dynamiken
zelluldrer NET-assoziierter Verdnderungen im Kontext der postoperativen Inflammation
und deren mogliche Beziehung zu funktionellen Gerinnungsparametern. Aufgrund des
explorativen Studiendesigns sind die Befunde hypothesengenerierend. Daraus ergeben

sich mehrere Ansatzpunkte fiir weiterfiihrende Untersuchungen.

Als wichtigster Schritt sollten zur externen Validierung die beobachteten frithen und
transienten perioperativen Verdnderungen zelluldrer NET-assoziierter Parameter in
groBBeren, moglichst multizentrischen Kollektiven repliziert werden. Dabei sollten
insbesondere die Reproduzierbarkeit gepriift und relevante Einflussfaktoren
(Patientenmerkmale, Eingriffscharakteristika) systematisch beriicksichtigt werden. Dies
ist erforderlich, um die biologische Bedeutung der beobachteten Dynamik besser

einordnen zu konnen.

Methodisch sollten zukiinftige Studien den NET-Nachweis um ergénzende Verfahren
erweitern. Die Kombination durchflusszytometrischer NET-Parameter mit serologischen
NET-Komponenten oder bildgebenden Verfahren wiirde erlauben, unterschiedliche
Stadien der NETose differenzierter abzubilden und lokale von systemischen Effekten
besser zu trennen [104, 136]. Insbesondere die parallele Untersuchung lokaler und
peripher bestimmter NET-Parameter ist ein methodisch naheliegender Ansatz, um eine

mogliche Diskrepanz zwischen diesen Kompartimenten zu charakterisieren.

Ein weiterer Ansatz sind standardisierte und (teil-)automatisierte Auswertungsverfahren,
um die Interpretation zellbasierter NET-assoziierter Verdnderungen in Zukunft zu
erleichtern. In der Zytometrie bereits etablierte automatisierte Analyseansitze wie zum
Beispiel algorithmusgestiitztes Gating oder clustering-basierte Methoden zur
Populationsidentifikation konnten dazu beitragen, die Variabilitit zwischen Untersuchern
zu reduzieren und die Auswertung zu beschleunigen [1, 122]. Dadurch lisst sich die
Nutzung durchflusszytometrischer Daten auch in zeitkritischen klinischen Kontexten

erleichtern.

Die explorativen Zusammenhdnge mit einzelnen thrombelastometrischen Parametern
sprechen dafiir, in Folgestudien gezielt thrombelastometrische Diagnostik einzubeziehen.
Damit lieBe sich die Rolle NET-assoziierter Mechanismen im perioperativen Setting

weiter eingrenzen, ohne kausale Schliisse zu ziehen [75, 144].
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Zusitzlich wire es von Interesse, die hier untersuchten zelluldren NET-Parameter in klar
definierten klinischen Subgruppen, iiber den perioperativen Verlauf hinweg sowie unter
Einbeziehung zusitzlicher friiher Messzeitpunkte zu analysieren. Dadurch konnten
potenzielle Zusammenhdnge mit postoperativen Komplikationen und dem Verlauf der

systemischen Inflammation differenzierter erfasst werden.

Die Ergebnisse erlauben zwar keine klinische Diskriminierung zwischen steriler
Inflammation und Sepsis, sie liefern jedoch eine Grundlage, um in Folgestudien gezielt
nach préadiktiven oder mechanistischen Zusammenhéngen zu suchen. Die beobachtete
frithe und transiente Dynamik zelluldrer NET-assoziierter Verdnderungen legt nahe, dass
diese Parameter weniger als diagnostische Marker einer manifesten Sepsis, sondern
vielmehr als Indikatoren einer friihen Aktivierung des angeborenen Immunsystems zu
interpretieren sind. Ob friithe NET-assoziierte Verdnderungen in Zukunft dariiber hinaus
zur Verlaufs- oder Risikoabschitzung geeignet sind, kann auf Basis der vorliegenden

Daten nicht beurteilt werden und sollte in Folgestudien gezielt untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser prospektiven, explorativen und monozentrischen Beobachtungsstudie wurden
perioperative Verdnderungen zelluldrer NET-assoziierter Parameter neutrophiler
Granulozyten bei 20 erwachsenen Patientinnen und Patienten nach groflen
abdominalchirurgischen Eingriffen untersucht. Diese Eingriffe sind mit einer
ausgepragten Aktivierung des angeborenen Immunsystems verbunden, wobei NETs
zunehmend als relevante Akteure steriler Inflammation und potenzielle Modulatoren
hiamostatischer Prozesse diskutiert werden [34, 44, 104]. Postoperativ erfiillten alle
Probanden die Kriterien eines SIRS, welches als Einschlusskriterium definiert war. Ziel
war es, die perioperative Dynamik zelluldrer NET-assoziierter Verdnderungen zu
charakterisieren, deren potenzielle Beziige zur perioperativen Inflammation und
Hamostase explorativ zu untersuchen sowie die klinische Anwendbarkeit eines
durchflusszytometrischen Ansatzes zu evaluieren, der nach Bestitigung der

methodischen Machbarkeit eingesetzt wurde.

Im perioperativen Verlauf zeigte sich ein signifikanter postoperativer Anstieg des Anteils
NET-assoziierter neutrophiler Granulozyten mit friiher, transienter Dynamik, die sich
deutlich von den zeitlichen Verldufen etablierter serologischer Inflammationsmarker
unterschied. Entsprechend lief sich weder zu klassischen Entziindungsparametern noch
zu den serologischen NET-assoziierten Markern IL-8, MPO und HMGBI eine
signifikante Korrelation nachweisen, was angesichts unterschiedlicher zeitlicher und
biologischer Bezugsebenen plausibel erscheint. Im Hinblick auf die Hdmostase zeigte
sich  keine  Assoziation zu globalen  Gerinnungsparametern oder  zur
Thrombozytenfunktion, = wéhrend erstmals Zusammenhinge mit einzelnen
thrombelastometrischen Parametern beobachtet wurden. Ein Zusammenhang zwischen
zellularen NET-assoziierten Parametern und perioperativer Organdysfunktion, erfasst
mittels SOFA-Score, liel sich nicht nachweisen. Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass
zelluldire NET-assoziierte Verdnderungen primér frilhe Aktivierungsprozesse der
angeborenen Immunantwort widerspiegeln und nicht geeignet sind, das Ausmal
perioperativer Organdysfunktion oder eine klinische Diskrimination zwischen steriler
Inflammation und Sepsis abzubilden. Insgesamt unterstreichen die Ergebnisse die
Bedeutung zelluldrer NET-assoziierter Verdnderungen im perioperativen Kontext und

liefern Ansatzpunkte fiir weiterfiihrende Untersuchungen zur Rolle von NETs.
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7 Summary

In this prospective, exploratory, single-center observational study, perioperative changes
in cellular NET-associated parameters of neutrophil granulocytes were investigated in 20
adult patients undergoing major abdominal surgery. Such surgical procedures are
accompanied by pronounced activation of the innate immune system, and NETs are
increasingly discussed as relevant mediators of sterile inflammation and potential
modulators of hemostatic processes [34, 44, 104]. All included patients fulfilled the
criteria of a SIRS, which was defined as an inclusion criterion. The aim of this study was
to characterize the perioperative dynamics of cellular NET-associated changes, to explore
their potential associations with perioperative inflammation and hemostasis, and to
evaluate the clinical applicability of a flow cytometry—based approach for the
quantification of these cellular alterations. Following confirmation of methodological
feasibility in preliminary experiments, a flow cytometric method was applied to quantify

NET-associated neutrophil changes in peripheral blood.

During the perioperative course, a significant postoperative increase in the proportion of
NET-associated neutrophils was observed, characterized by an early and transient
dynamic pattern that differed markedly from the time courses of established serological
inflammatory markers. Accordingly, no significant correlations were found with routine
inflammatory parameters or with the serological NET-associated markers IL-8, MPO,
and HMGBJ1, which appears plausible given differences in biological reference levels and
temporal kinetics. With respect to hemostasis, no associations were detected with global
coagulation parameters or platelet function assessed by impedance aggregometry. In
contrast, associations with selected thromboelastometric parameters were observed for

the first time.

No relationship was found between cellular NET-associated parameters and perioperative
organ dysfunction as assessed by the SOFA score. These findings suggest that cellular
NET-associated changes primarily reflect early activation processes of the innate immune
response and are not suitable for assessing the extent of perioperative organ dysfunction
or for clinically discriminating between sterile postoperative inflammation and sepsis.
Overall, these findings support the relevance of cellular NET-associated alterations in the
perioperative setting and provide a rationale for further investigations into the role of

NETs in perioperative inflammation and hemostasis.
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T-AAD ..o e 7-Aminoactinomycin D
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BMI ..ottt e eaeeenaeens Body-Mass-Index
B A s Bovines Serumalbumin
OIS e e Cluster of Differentiation 15
T et et Clot Formation Time
COX ettt ettt ettt e e e te e b e e bt e e b e e baeesbeebeeenseenseeenseennae e Cyclooxygenase
CRP et C-reaktives Protein
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DZIF oo Deutsches Zentrum fiir Infektionsforschung
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ELISA ..o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ESICM....oiiiieeeeee e European Society of Intensive Care Medicine
FACS ..o Fluorescence Activated Cell Sorting
FCCF et Flow Cytometry Core Facility
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G e e e et a e e nbeeeenes Glasgow Coma Scale
G-CSF . Granulocyte-Colony Stimulating Factor
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MHC ... Major Histocompatibility Complex
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MMHE .o Millimeter Quecksilbersaule
IMPO .. e Myeloperoxidase
NADPH ....coooiiiiiiieieneeee Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat-Wasserstoff
NETS ettt e Neutrophil Extracellular Traps
NEK-ZEILRN....eeieeeee e e Natiirliche Killerzellen
NMH...coi e niedermolekulares Heparin
NOD ..ot nucleotide-binding-oligomerization-domain
NSAR L Nicht-steroidale Antirheumatika
[0 ) SRR Operation
PAF ..o plattchenaktivierender Faktor
PATRT oot Plasminogenaktivator-Inhibitor-1
PAMPS ..ot pathogen-associated molecular patterns
PAR-T .ottt Protease-aktivierter Rezeptor 1
P S e Phosphate-buffered saline
PCO2 e e Kohlendioxidpartialdruck
PO ettt st Procalcitonin
PMA et Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
POSTOP ittt ettt et et s e e e e e aa e postoperativ
2210 o TSRS prdoperativ
PRRS .. e pattern recognition receptors
Pl e e Partielle Thromboplastinzeit
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gSOFA-SCOTe ...ccvvveiieiieieeieeeen quick Sequential Organ-Failure Assessment Score
ROS et e reactive oxygen species
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SCCM..ciiieee et Society of Critical Care Medicine
SIRS .o Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
SOFA-SCOTE ....oeeeevieeieeeieeeeeeeee e Sequential Organ Failure Assessment Score
S S et ettt ettt et Side Scatter
SO STUURTR Tissue Factor
TEPL ..o Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor
1 50 2 USRS Toll-like-Rezeptoren
TIMB ettt ettt enaa s Tetramethylbenzidin
N ettt ettt ettt eaaeen Tumornekrosefaktor
EPA e e Tissue Plasminogen Activator
TRAP .. Thrombinrezeptor-aktivierendes Peptid
UFH oottt st unfraktioniertes Heparin
UKGM...iiiiiiieeeeeceeeee e Universititsklinikum Gie3en und Marburg
VKA ottt et et ne Vitamin-K-Antagonisten
VI et von-Willebrand-Faktor
L ettt ettt e et e e teeerb e e tae et e entaeenbeentteenseennaaans Mikroliter
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11 Anhang

11.1 Verwendete Gerite

Tabelle 12: Geriiteliste

Gerite

Hersteller, Ort

BD FACS Canto II

Fluoreszenz Mikroskop

Mikroplattenreader Epoch

Pipetten 0,5-10 pl

Pipetten 100-1000 pl

Pipetten 10-100 pl

Pipetten 50-200 pl

ROTEM®

Waage

Zentrifuge (Heracus Megafuge 16R)

Zentrifuge (mikro 200R, Typ 2405)

BD Biosciences, San Jose, (USA)

Leica, Wetzlar, (DE)

BioTek, Heilbronn, (DE)

Eppendorf, Hamburg, (DE)

Eppendorf, Hamburg, (DE)

Eppendorf, Hamburg, (DE)

Eppendorf, Hamburg, (DE)

Tem Innovations, Miinchen, (DE)

Satorius, Gottingen, (DE)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, (DE)

Hettich, Tuttlingen, (DE)

11.2 Verwendete Materialien

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Typ Hersteller, Ort

Citrat S-Monovette 3 ml, INC Sarstedt, Niimbrecht, (DE)
EDTA S-Monovette 7,5 ml, K3E Sarstedt, Niimbrecht, (DE)
Einmalspritzen 10 ml B Braun, Melsungen, (DE)
Hirudin S-Monovette 1,6 ml, ONC Sarstedt, Niimbrecht, (DE)

Membranadapter

fir S-Monovette

Sarstedt, Niimbrecht, (DE)
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Multi-Adapter

Pipettenspitzen 10 pl
Pipettenspitzen 200 pl
Pipettenspitzen 100 ul
Pipettenspitzen 1000 pl
Reagenzgefilie 0,5 ml
Rohren-Tubes Sml

Safety Multiflex Kaniile

fir S-Monovette

Sarstedt, Niimbrecht, (DE)
Biozym Scientific, Hess.

Oldendorf, (DE)

Biozym Scientific, Hess.
Oldendorf, (DE)

Nerbe Plus, Winsen, (DE)
Nerbe Plus, Winsen, (DE)
Sarstedt, Niimbrecht, (DE)

Sarstedt, Niimbrecht, (DE)

Sarstedt, Niimbrecht, (DE)

Tabelle 14: Chemikalien

Chemikalien Hersteller, Ort

PBS Gibco/ Life Technologies, Carlsbad, (USA)
BSA Roth, Karlsruhe, (DE)

Pharm Lyse BD Pharm Lyse, Franklin Lakes, (USA)
PMA Sigma-Aldrich, St. Louis, (USA)

7-AAD BD Biosciences, Franklin Lakes, (USA)
FACS Flow BD Biosciences, Franklin Lakes, (USA)

Shutdown Solution

Kodan® Tinktur Forte farblos Antiseptikum

NaCl 0,9%

Schiilke & Mayr, Norderstedt, (DE)

B Braun, Melsungen, (DE)
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Tabelle 15: Antikorper

Antikorper

Details

Hersteller, Ort

FITC Anti-MPO antibody [2C7]

Pacific Blue Anti-Human CD15

Alexa Fluor® 647 anti-Histone
H3-Phosphorylated (Ser28)
Antibody

Isotyp MPO

Isotyp His

IgG

(ab11729)Konz.: 50ug
(0,1mg/mL)

(SSEA-1)
Konz.: 400pg/mL
Konz.: 140 pg/mL

Mouse IgG1 (B11/6) (FITC)-
Isotyp Control

Alexa FluorR 647 1gG2b
Konz.: 0,5 mg/mL

Gamunex 10% (100mg/ml)

Abcam, Cambridge, (UK)

BioLegend, San Diego,
(CA/USA)

BioLegend, San Diego,
(CA/USA)

Abcam, Cambridge, (UK)
BioLegend, San Diego,
(CA/USA)

Grifols, Frankfurt a. M., (DE)

Tabelle 16: ELISA-Kits

ELISA-Kits Details Absorption Hersteller, Ort
(empfohlen)

HMGBI Human HMGB1 ELISA 450 nm Aviva Systems Biology. San
Kit Diego, (USA)

MPO Human MPO Instant 450 nm eBioscience, Frankfurt a. M.,
ELISA (DE)

IL-8 Human IL-8/ CXCLS8 490 nm R&D Systems Minneapolis,
Quantikine HS ELISA (USA)

Tabelle 17: ROTEM®-Reagenzien

ROTEM®Reagenzien

Details

Hersteller, Ort

Griin

Rot

Blau

Braun

Sta-tem® 20
REF: 503-10
Lot: 42090301

R ex-tem®
REF: 503-05
Lot: 42184901
In-tem®

REF: 503-02
Lot: 20823028
Fib-tem®
REF: 503-06
Lot: 42152401

Tem Innovations, Miinchen, (DE)

Tem Innovations, Miinchen, (DE)

Tem Innovations, Miinchen, (DE)

Tem Innovations, Miinchen, (DE)
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11.3 Verwendete Software

Tabelle 18: Software

Software Details Hersteller, Ort

BD FACSDIVA Software Version: 6.1.3 BD Biosciences, San Jose, (USA)
BioRender.com BioRender, Toronto, (CAN)
Microsoft Excel Microsoft, Redmond, (USA)
Microsoft Word Microsoft, Redmond, (USA)
Patientendaten Management IMESO GmbH, Giessen, (DE)
System

R (Statistische Software) Version: 3.4.2 The R Foundation, Wien, (AT)
ROTEM® Messmodul Library Version: libROTEM: Tem Innovations, Miinchen, (DE)

20070213-rawlog

Protokoll Version: 7¢170170
Backend Version: Backend:1.8.4
Frontend Version: 2.8.1
Datenbank Version: 1.22

ggplot2 Hadley Wickham, Posit PBC,
Boston, (USA)
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