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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Der sich standig erweiternde Erkenntnisstand Ubeér physiologischen und
pathophysiologischen Mechanismen des humanen Imyatems weckt zunehmend die
Hoffnung auf neue erfolgreiche Therapiestrategieri Ischweren Kklinischen
Krankheitsbildern  wie  der  Sepsis, dem  systemisfianmmatorischen
Reaktionssyndrom oder dem Multiorganversagen, digchd eine generalisierte
Stimulation des Immunsystems hervorgerufen werden.

Zur Entwicklung neuartiger Therapiekonzepte, abericha zur Kontrolle bereits
angewandter therapeutischer Interventionen beBdbandlung von Dysfunktionen des
Immunsystems bedarf es adaquater biologischer @ishren, die es erlauben den
Zustand des Immunsystems zuverlassig zu beurteilen.

Bisherige Studien konnten zeigen, dass die monmzytiLA-DR Expression ein
Parameter ist, der die Reaktionslage des Immumagsterlasslich widerspiegelt.

Die Monozyten sind als Bestandteil der angebordmenunitat zentrale Elemente bei
immunologischen Abwehrprozessen. Neben ihren phdigoenden Eigenschaften, die
einen wesentlichen Aspekt der unspezifischen Inantwort darstellen, tragen sie als
antigenprasentierende Zellen zur Aktivierung vokidifer Zellen bei und sind somit
Vermittler zwischen der angeborenen und erworberdemmunitat. Fur diese
Funktionalitat ist das Oberflachenantigen HLA-DRnvgrof3er Bedeutung. Es stellt
dariber hinaus einen Aktivierungsmarker fur Monemytdar, dessen reduzierte
Expression zu Stérungen der Immunantwort fuhrt.

Die optimale Messmethode fiir diesen Parameter koedioch noch nicht identifiziert
werden und Unterschiede in Praanalytik und Analigalben einen grol3en Einfluss auf
die Ergebnisse der Messung, wodurch auch ein Melgtier Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen erschwert ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei sowohtler Methodik der Durchfiihrung als
auch der Analyse unterschiedliche Verfahren zutiBesung der HLA-DR Expression
auf Monozyten zu vergleichen. Zentrale Fragestgkwnsind die Vergleichbarkeit der
Methoden untereinander sowie die Aussagekraft beidethoden im Hinblick auf

Erkrankungsschwere sowie Prognose von septisclkémnaimtensivpatienten.
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2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Das humane Immunsystem ist ein im gesamten Kompeeiltes Organ, das aus ca. 1 x
10" mobilen Einzelzellen wie T-, B-Lymphozyten und igahprasentierenden Zellen
sowie den lymphatischen Organen besteht. Die Immwaat des Menschen lasst sich
in die angeborene und die erworbene Immunitat ghéetern.

Die angeborene, direkte Immunitat beruht auf Resltktoren, die keinen
vorhergehenden Kontakt mit den Pathogenen bendtiggie setzt sich aus
mechanischen Barrieren, wie z.B. Epithelzellen Haut und mukdsen Belagen der
Schleimhaute sowie aus humoralen Faktoren (pH, dkipi Enzyme,
Komplementfaktoren, Interleukine, Akutphasenpraggizusammen. Darlber hinaus
zahlen hierzu die zellularen Abwehrmechanismen hdynicagozytierende Zellen wie
Granulozyten, Makrophagen und nattrliche Killelem®l Evolutionar handelt es sich
um Basisabwehrmechanismen, die mit vergleichsweispezifischer Mustererkennung
arbeiten, deren Vorteil aber eine besonders kueakfonszeit ist.

Die  adaptive, erworbene Immunitdt beruht auf amspezifischen
Erkennungsmechanismen, deren volle Wirkung zu esgiteren Zeitpunkt auftritt und
aus einem Zusammenspiel von rezeptortragenden [da&gen, T- und B-
Lymphozyten besteht. Die bedeutsamste Eigenscleafadaptiven Immunitét ist die
Ausbildung des so genannten immunologischen Gexigslks, das durch die Bildung
von Antikorpern aufrechterhalten wird. Bei einemmaarten Antigenkontakt kénnen
schnellere und spezifische Abwehrreaktionen erfolgla die Immunfaktoren bereits in
gréReren Mengen vorliegen. Im engeren Sinn ist Imtau (lat.: immunis = frei,
unberlhrt, rein) die erworbene Resistenz vor ldekkrankheiten.

Auch die spezifische Immunabwehr lasst sich inut@le und humorale Mechanismen
unterteilen. Die Komponenten der zellularen T-Zeitwort (zytotoxische T-Zellen und
T-Helferzellen) und der humoralen Abwehr (B-Zellefntikdrper) rekrutieren und
konzentrieren Effektorproteine (Zytokine, Chemokirspezifisch dort, wo Antigene
vorkommen.

So ergibt sich aus der Kombination angeborener ki@simen wie der Aktivierung von
Makrophagen, naturlichen Killerzellen und Komplermend der direkten Erkennung

durch das adaptive System aus B- und T-Lymphozytenn nachfolgender
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hochspezifischer Erkennung durch Antikdrper undtopgischen T-Lymphozyten eine

auferst effiziente Immunantwort.

2.2 Sepsis und systemische Entziindung

Sepsis ist definiert als das Vorliegen einer Intektin Verbindung mit einer
systemischen Entzindungsreaktion. Der sich in aége-entwickelnde systemische
Entzindungsprozess kann unterschiedliche Verlagflemen: Selbstlimitierung der
Entzindungsreaktion nach Beseitigung des Pathogemggerung einer chronisch
verlaufenden Entzindung, und schliel3lich letalesgang durch die Folgen einer
UberschieBenden oder ungenigenden Immunantwortiseétie Korrelate einer
exzessiven Freisetzung von Zytokinen und Chemoksneth der septische Schock und
das Multiorganversagen.

Einige Arbeitsgruppen publizieren seit Mitte derhtzgger Jahre, dass sich diese
klinischen Syndrome auch ohne vorliegende mikrébiehfektionen entwickeln
kénnen (Bone 1991; Goris, te Boekhorst et al. 1898&shall und Sweeney 1990).

Von einer Konsensuskonferenz der Society of Ctittare Medicine (SCCM) und des
American College of Chest Physicians (ACCP) wur@821fur dieses klinische Bild
der Begriff des systemisch inflammatorischen Reassyndroms (SIRS) eingefihrt
(Bone, Balk et al. 1992). Ziel dieser Konferenz weas, eine Vielfalt von
Begrifflichkeiten, die zur Beschreibung des so genan septischen Syndroms und
seiner Folgezustande genutzt wurden, neu und dicheiu definieren.

Die Diagnose eines SIRS beinhaltet den Nachweis wwranderungen der
Herzfrequenz, der Korpertemperatur, der Atemfrequesder der Anzahl der
Leukozyten (Tab. 1).

Korpertemperatur | >38 C oder <36 T

Herzfrequenz >90 /min

>20 /min oder PaCO, < 32mmHg oder
Atemfrequenz .

kontrollierte Beatmung

>12000 /ul oder < 4000 /ul oder
Leukozytenzahl

>10% unreife Neutrophile

Tab. 1: Diagnosekriterien des systemisch inflammnisthen Reaktionssyndroms (SIRS).
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Ursachlich liegen einem SIRS neben Infektionen amichtinfektiose Erkrankungen
wie beispielsweise Pankreatitis, Ischamie odertPalyna zugrunde (Abb. 1). SIRS mit

positivem Erregernachweis wird als Sepsis bezetchne

Infektion Sepsis  SIRS

Abb. 1: Die Zusammenhé&nge von Infektion, Sepsis$ifts (Bone, Balk et al. 1992).

Die Folgen eines SIRS oder einer Sepsis, wie s&hB8epsis, septischer Schock, eine
Multiorgandysfunktion oder das Multiorganversagesiellen ein Kontinuum von
klinischen und pathophysiologischen Schweregradan ¢h Tabelle 2 sind die

Definitionen dieser Folgeerscheinungen nach der s€onsuskonferenz von 1992

zusammengefasst.

Schwere Sepsis Sepsis mit assoziierter Organdysfunktion,
Hypoperfusion oder Hypotension.

Septischer Schock Sepsis mit Hypotension trotz adaquater Flissigkeitszufuhr und
Zeichen des Vorliegens von Perfusionsstérungen.

Multiorgandysfunktion Vorliegen von verschiedenen Organdysfunktionen, die eine
Aufrechterhaltung der Homdostase ohne Intervention
unmaoglich machen.

Multiorganversagen Auftreten von gleichzeitigen oder in rascher Abfolge
entstehenden Ausfallen mehrerer Organsysteme.

Tab. 2: Definitionen der Folgeerscheinungen vonSSUiRd Sepsis (Bone, Balk et al. 1992).



Einleitung

Mikroorganismen, die in den Korper eindringen, fosene Entzindungsreaktion aus,
die die unmittelbare Umgebung der Infektion verdahdBei der Antwort auf eine
Entziindung werden viele Zellen aktiviert und moeitl{Abb. 2).

P-Selektin
E-Selektin

IL-3 IL-12

IL-2 IFN i si f//_/

mxkjf—“'( gﬁ_}kjﬁ
\c/ \_)(7& L TNFa

TNF-x l IL-8
o GMcaE

IL-10

Abb. 2: Auslésung einer Entziindungsantwort.

Aktivierte vaskulare Endothelien im Gewebe exprimie verschiedene Mediatoren, die zirkulierende
Leukozyten an den Ort der Entziindung flhren. Akti@ Leukozyten exprimieren verschiedene
Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, die zr dAuslésung der Entziindung beitragen.
(verandert nach Manning and Rao, 1999) TF - ti¢asct®r, IL — Interleukin, VCAM/ICAM — vaskulére
Adhasionsmolekiile, Mac — Leukozytenintegrin, LFA funktionelles Leukozytenantigen, TGF —
transforming growth factor, RANTES — Chemokin d&2-Gruppe (zwei benachbarte Cysteine), TNF —
Tumornekrosefaktor, IFN — Interferon, GM-CSF — Grazyten Makrophagen-koloniestimulierender
Faktor

Ortsstandige Makrophagen erkennen dabei mit Hitlieeri Oberflachenmolekile
Bestandteile bakterieller Membranen, beispielswéeigmpolysaccharid, und werden
nach Bindung an diese aktiviert. Daraufhin phagergh sie das Pathogen und
beginnen mit der Synthese und Freisetzung der #@gokilumornekrosefaktok
(TNFa), Interleukin 1, 6 und 12 (IL 1, IL 6, IL 12) sosvdes Chemokins Interleukin 8
(IL 8).

Diese Substanzen, besonders aber d;NEerursachen eine Endothelzellaktivierung mit
Produktion von Adhéasionsmolekilen auf der Zellolaetie, die die Anhaftung von
Leukozyten fordern, und zu einer erhbhten Permigdbiiihren, so dass es zu den
charakteristischen Merkmalen einer Entzindung Rjtudchwellung, Warme und

Schmerz kommt. Das Chemokin IL 8 besitzt eine stiindhemotaktische Aktivitat und
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lockt weitere immunmodulatorische Zellen, wie neptrile Leukozyten und
Monozyten an den Ort des Geschehens.

T-Lymphozyten werden von Makrophagen Uber die Aoiggang von IL 6 und IL 1
aktiviert und exprimieren ebenfalls Zytokine, woclusie auf die B-Zellaktivierung (IL
4), das Wachstum und die Differenzierung von déisdhen Zellen (GM-CSF) und der
myelomonozytaren Zelllinie wirken.

Im Verlauf kommt es dartber hinaus zur Aktivieruthgy Gerinnungskaskade, die zu
einer Verlegung des lokalen Endstromgebietes fikogurch eine Ausbreitung der
Infektion Gber das Blut verhindert werden soll.

Flissigkeiten und Zellen werden Uber das Lymphsysten die regionalen
Lymphknoten abgeleitet, um dort adaptive Immunriealen zu initiieren.

Gelingt es dem Organismus durch die beschrieberesh®dhismen nicht, die Infektion
zu beherrschen und entsteht eine generalisiertel&ttingsreaktion, resultiert eine
Sepsis, wobei es zu einer allgemeinen Aktivieruagishmunologischen Effektorzellen
und zur systemischen Freisetzung verschiedenefiasimgsmediatoren kommt. Dabel
verliert der Organismus die Fahigkeit, die Entzimgiantwort durch Produktion von
pro- und antiinflammatorischen Mediatoren zu regen. Die Stimulation von
Monozyten/Makrophagen bewirkt eine exzessive Prodaok proinflammatorischer
Mediatoren wie TNE, IL 6 und IL 10. Diese flhren zu einer Hochregolatvon
Adhasionsmolekulen und zur Bildung von Sauerstdikaen. Weiterhin kommt es zu
einer systemischen Aktivierung der Gerinnungskaskat Schadigung von Endothel-
und Parenchymzellen.

Gleichzeitig setzt eine ausgepragte antiinflammsdbe Gegenregulation ein, die zu
einer Immunsuppression und einer damit verbundanegenigenden Infektabwehr
fuhren kann, in deren Folge es zu Gewebeschadigungeltiorganversagen und

schlieRlich zum Tod des Patienten kommen kann.

2.3 Therapieoptionen und Immunmonitoring

Die Behandlung einer Sepsis umfasst die Behandilengugrunde liegenden Infektion
durch gezielte antimikrobielle Therapie sowie dudib chirurgische Sanierung des
Infektionsherdes. Zusatzlich wird die intensivméusche Therapie zur
Kreislaufstabilisierung, Erhaltung der Mikrozirktin, Unterstlitzung gestorter

Organfunktionen und Beseitigung der Azidose ange\een
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Ungeachtet des immensen Fortschrittes in den dsigeben, chirurgischen und
intensivmedizinischen Moglichkeiten, den weitereokelten Antibiotikatherapien
sowie des besseren Verstandnisses der pathoplgistiien Vorgangen bei einer
Sepsis, sind Morbiditat und Mortalitat der Erkrangwnd ihrer Folgezustéande nahezu
unverandert hoch (Brun-Buisson 2000; Brun-Buis§myon et al. 1995; Hotchkiss und
Karl 2003; Todd, Acha-Orbea et al. 1988).

Darlber hinaus wird eine genauere Selektion daemankollektive bezogen auf die
Erkrankungsschwere und die Grunderkrankung gefo(Besher und Zheng 1996).

Nach einer Metaanalyse und kritischen Betrachtumyg onmunmodulatorischen
Sepsisstudien der letzten 30 Jahre fasst Graf @@0Prsachen fur das Scheitern vieler
klinischer Untersuchungen wie folgt zusammen: Enmganigendes Verstandnis der
pro- und antiinflammatorischen Interaktionen, feldle adaquate praklinische Modelle
zur Evaluation gezielter Therapien, ungentigendeuRRtpnsgrofie zum Nachweis
glaubwuirdiger Unterschiede sowie methodische Mangei der Planung und
Durchfuhrung Kklinischer Studien (Graf, Doig et2002).

Bereits 2001 wurden von einer Arbeitsgruppe um @Gameue Richtlinien vorgestellt,
die zur Verbesserung der methodischen Durchfihklingscher Studien fiihren sollten
(Cohen, Guyatt et al. 2001). Neben einer genaudgkiBsn der Patienten wurde die
Orientierung am biologischen Test, wie zum Beispiet Erhebung der monozytéren
HLA-DR Expression als Marker der zellularen Immutweort, gefordert, bevor eine
Intervention vorgenommen wird.

Jeder Immutherapie sollte somit ein Immumonitoring vorausgehen.

2.4 Funktion von Monozyten und HLA bei Immunantworten

Aus der myeloischen Vorlauferzelle differenzieranhswahrend der Hamatopoese
Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen Muaktzellen. Makrophagen sind
eine der drei phagozytierenden Zelltypen des Imiyatesns und stellen die gereifte
Form der Monozyten dar. Diese zirkulieren als gedl¥ellen des weil3en

Differenzialblutbildes mit einem polymorphen Kern nicht granuliertem, hellblau

erscheinendem Plasma frei im Blut und bilden deol,Ras dem sich die Makrophagen
fortwahrend differenzieren, sobald sie durch Migmatin die Gewebe eindringen. Sie
sind in sédmtlichen Geweben des Organismus vorhamasonders zahlreich liegen sie

aber im Bindegewebe, in Verbindung mit dem Verdagstrakt, in der Lunge, als
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Kupffer-Zellen entlang bestimmter Blutgefal3e in deber und Gberall in der Milz vor,
wo sie gealterte Blutzellen abbauen (Schieblerngdtet al. 1999).

Makrophagen sind die ersten Zellen, die im Gewelile emem Pathogen, das die
mechanischen Barrieren der Haut und Schleimhautrwidmelen hat, in Kontakt
kommen. Gemeinsam mit den polymorphkernigen nebti@p Granulozyten sind sie
bei der angeborenen Immunitat von entscheidendelel8ang, da sie zahlreiche
Krankheitserreger ohne die Unterstitzung durchad&ptive Immunantwort erkennen,
aufnehmen und zerstéren kénnen. Makrophagen undrophile Zellen erkennen
Krankheitserreger mit Hilfe von mustererkennenderezdptoren auf ihren
Zelloberflachen, die zwischen Oberflachenmolekileron Pathogenen und
korpereigenen Zellen unterscheiden konnen. Beispselcher Rezeptoren sind der
Makrophagen-Mannoserezeptor, der Scavenger-Rezepioe der CD14-Rezeptor fur
bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), der hauptBéchbei Monozyten/Makrophagen
vorkommt (Janeway, Travers et al. 2002).

Das Erkennen und Binden der Krankheitserreger aerfl@bhenrezeptoren fuhrt zur
Phagozytose, einem aktiven Prozess, bei dem ddsdeat als membranumhdilltes
Vesikel aufgenommen wird. Anschlie3end verschnazintrazellular mit so genannten
Lysosomen, wobei dessen antimikrobielle Substardas Pathogen zerstoren. Bei
diesen Vorgédngen erzeugen Makrophagen und neuteo@lellen weitere toxische
Produkte, die durch ihre direkten toxischen Effdb#&ém Abtdten der aufgenommenen
Mikroorganismen mitwirken, wie WasserstoffperoxithQ.), das Superoxidanion
und Stickstoffmonoxid (NO).

Eine weitere wichtige Reaktion bei der Wechselwnduzwischen Pathogen und
Makrophagen ist die Zellaktivierung, die zur Syrsheind Freisetzung von Zytokinen
und anderen Mediatoren fuhrt, darunter InterleuKlbel, IL 6, IL 12) und TNFe, die
durch ihre im wesentlichen proinflammatorischen Rifitgen zur Entziindungsreaktion
beitragen, Chemokine, z.B. IL 8, die zur Chemotaxder Anlockung weiterer
Abwehrzellen dienen sowie costimulierende Molekides bei der Initiierung und
Steuerung der adaptiven Immunantwort in spatereaséth einer Infektion von
wesentlicher Bedeutung sind (Benacerraf 1988; Astiz et al. 1994).

Daruber hinaus haben die Monozyten/MakrophagenValbindungsglied zwischen
angeborener und erworbener Immunitat entscheidéndetionen im Ablauf von
Immunreaktionen. Nach enzymatischem intrazellularéshbau der pathogenen

Antigenstrukturen werden kurze spezifische Peptjdesezen, die an HLA-Molekile
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gebunden sind, auf der Zelloberflache der Monozypeésentiert. Damit wird

gegenuber anderen Zellen eine lIdentifizierung adbs$ oder Fremdantigen erst
maoglich. Die kurzen Peptidfragmente des Antigensrdee von verschiedenen
Subpopulationen der T-Lymphozyten mit anschlieRergignaltransduktion erkannt.
Als Zellen, die sowohl im Rahmen der angeborenaspezifischen, als auch bei der
adaptiven, spezifischen Immunantwort mitwirken,meh die Monozyten eine zentrale

Stellung in immunologischen Prozessen ein (JaneWayers et al. 2002).

2.5 Das HLA-DR Antigen

Das Humane Leukozyten Antigen (HLA) ist ein Glykogin der HLA-Familie auf der
Zelloberflache antigenprasentierender Zellen (ARfa} von einer grol3en Gruppe von
Genen codiert wird.

Zuerst wurden diese Gene 1958 von Dausset besehrials er ihren Einfluss auf die
Immunantwort in der Folge von Gewebs- und Orgasplntationen erkannte. Aus
diesem Grund wird diese Gruppe von Genen der Haipkompatibilitatskomplex
(major histocompatibility complex, MHC) oder authansplantationsantigene genannt
(Dausset 1958).

Die HLA-Antigene werden in verschiedene Klassergeiailt. HLA-Klasse | Antigene
kommen auf den Oberflachen aller kernhaltigen Zelleor und prasentieren
intrazellular synthetisierte AminosauresequenzehAdKlasse Il Antigene werden
ausschlieBlich auf immunkompetenten Zellen wie Mayten/Makrophagen, B-
Lymphozyten und dendritischen Zellen exprimierte firdsentieren korperfremdes

antigenes Material gegentber den Effektorzellenim@sunsystems.

2.5.1 Genloci und Struktur

Der MHC (HLA) Genkomplex, der sich beim Menscherf deam kurzen Arm des
Chromosom 6 befindet, beinhaltet mehr als 200 Geme denen wiederum mehr als 40
fur die Humanen Leukozyten Antigene kodieren. Dietsprechenden Antigene
umfassen das HLA System sowie in enger Nachbarnsehaten HLA Genloci weitere
Genorte fur einige Proteine des KomplementsystaBhsigruppenantigene, Enzyme
und TNF (Todd, Acha-Orbea et al. 1988). Die MHC &earerden in die Klassen | und
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Il unterteilt (MHC Klasse I; MHC Klasse 1), diecki sowohl strukturell als auch
funktionell unterscheiden.

MHC Klasse | verfugt Gber drei Genorte: HLA-A mi.c20, HLA-B mit ca. 40 und
HLA-C mit ca. 10 Allelen. MHC Klasse Il determiniedlen mindestens ebenfalls aus
drei Genorten bestehenden HLA-D Locus. Zunachsemdre Allele des D-Locus nur
mittels Lymphozytenmischkultur zu bestimmen. Alsnralelspezifische Antisera fur
diese Genkomplexe fand, konnte man fir den Gendti&-DR 12 Allele und fur
HLA-DQ sowie HLA-DP je 4 Allele serologisch diffemeieren (Klein und Sato 2000)
(Abb. 3).
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Abb. 3: Genloci der Humanen Leukozyten Antigenes{iKlund Sato 2000).

Die funktionell bedeutsamste Eigenschaft der MHQ\&#st ihre genetische Vielfalt,
die sich auf der Polygenie (fur jede Klasse von HMblekilen codieren mehrere
Gene) und einem hohen Polymorphismus (jedes dee Gesitzt zahlreiche Varianten)
begrindet.

Die MHC Klasse | Gene kodieren diePolypeptidkette der HLA Klasse | Antigene,
wohingegen digg-Kette vom ,-Mikroglobulin Gen auf Chromosom 15 codiert wird.
Die o-Kette hat finf Domanen: zwei peptidbindendel (und a2), eine
immunglobulindhnlicheo3), eine Transmembranregion und einen zytosolrsdres
(Abb. 4). Im Gegensatz dazu codieren die MHC Kla$s&ene fir diea- und p-
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Glycopeptidketten der HLA Klasse Il Antigene. Jetky HLA Klasse lla- und -
Ketten hat vier Domanen: die peptidbindende Dom&n& oder Bl), eine
immunglobulindhnliche o2 oder B2), eine Transmembranregion sowie einen
zytosolischen Teil (Klein und Sato 2000) (Abb. 4).

Class | Class I

Peptide-hinding
groove
-_ _!-H ’.b‘ o 3 - /'—-- -_:-\
o, <8 .Y ' , By
4 % - T . oty

membrane ;
Cytoplasmic Cytoplasmic
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Abb. 4: Struktur der HLA Klasse | und HLA KlasdeMolekile (Klein und Sato 2000).

Inzwischen konnte durch Roéntgenstrukturanalyserh aier Aufbau der molekularen

HLA Strukturen geklart werden (Janeway, Traveral €2002).

2.5.2 Funktion von HLA-DR

Als Molekule der HLA Klasse Il Antigene, die vorwgend auf antigenprasentierenden
Zellen exprimiert werden, leisten HLA-DR Oberflacl@atigene einen entscheidenden
Beitrag zur immunologischen Kennzeichnung der Zealle “Selbst”. Dies ist eine
Grundvoraussetzung fur das Immunsystem eine Frémdeung zu gewahrleisten.
Darlber hinaus fungieren sie als zentrales Vermnitibleklll zwischen angeborener und
erworbener Immunitdt. HLA-DR bindet intrazellularefidfragmente, die von
endozytotisch/phagozytotisch aufgenommenen Patleogstammen, um sie auf der
Zelloberflache zu prasentieren (Benacerraf 1988).

Diese Form des HLA-DR Peptid Komplexes stellt eiffedell Rezeptorliganden dar
und wird spezifisch von CD4 T-Helferzellen erkanBiese Subpopulation von T-
Lymphozyten ist darauf spezialisiert, andere Zeltanaktivieren und bildet wiederum
zwei funktionelle Klassen: die yI-Zellen (gelegentlich auch inflammatorische T-

Zellen genannt) aktivieren hauptsachlich Makrophagelie daraufhin diese

11
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intravesikularen Bakterien in ihrem Inneren abtosmwie die T2-Zellen oder T-
Helferzellen, die B-Lymphozyten zur Bildung von Mdrpern anregen (Janeway,
Travers et al. 2002).

2.5.3 Prozessierung

Der Biosyntheseweg der HLA Klasse Il Molekile bedjnwie bei anderen
Glykoproteinen der Zelloberflache auch, mit derribtakation in das endoplasmatische
Retikulum. Dabei muss eine Bindung der ebenfalisendoplasmatischen Retikulum
zahlreich vorkommenden neu synthetisierten korgeren Polypeptidketten an die
offene peptidbindende Furche des HLA Molekils wvmibrt werden. Die
peptidbindende Furche wird daher durch ein Protén, MHC Klasse Il assoziierten
invarianten Kette, blockiert. Eine weitere Funktider invarianten Kette scheint darin
zu bestehen, den Transport der HLA Molekile zumoeathalen Kompartiment zu
dirigieren. Nachdem beide Vesikel verschmolzen ,simdd die invariante Kette tber
mehrere Schritte wieder abgespalten, womit nun &ekadung des HLA Klasse I
Molektls mit den pathogenen Peptidfragmenten miigkt. Die Freigabe des letzten
Fragmentes der invarianten Kette (CLIP Fragmentliesalie Beladung mit antigenen
Peptiden wird von einem HLA Klasse Il @hnlichem kkiil (HLA-DM) katalysiert.
AnschlieRend verschmelzen Vesikel und &ufere Zellonen, wodurch das
peptidbeladene HLA Klasse Il Molekll au3en auf defimembran zu liegen kommt
und seine Funktion der Antigenprasentation wahrreghkann (Abb. 5).
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Abb. 5: Antigenprozessierur(ilein und Sato 2000).
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2.5.4 Regulation der Expression

Entsprechend der zentralen Stellung der HLA Klalséntigene unterliegt ihre
Expression auf den antigenprasentierenden Zellenhsomit auch auf den peripheren
Blutmonozyten einer stringenten Regulation. Versdane Zytokine, die insbesondere
die zellulare Immunantwort stimulieren, wie Intedey, Interleukin 12 oder GM-CSF,
die bevorzugt aus Lymphozyten freigesetzt werdeewirken direkt oder indirekt eine
Stimulation der monozytaren HLA-DR Expression. bierende Immunmediatoren wie
Interleukin 10, TNk, TGH und Prostaglandin E2 hemmen sie dagegen. Darlber
hinaus verringern auch immunsupprimierende Medikde&ie Glukokortikoide oder
Cyclosporin A auf direktem oder indirekten Weg (Heung der Interferoy Synthese,
Induktion immunsuppressiver Mediatoren wie IL 1GodGH1) die Expression von
HLA-DR auf Monozyten.

Die HLA-DR Expression auf den Monozyten spiegelhetain besonderer Weise den

aktuellen Status der zellularen Immunkompetenz wide

255 Bedeutung von HLA-DR

Eine starke Verminderung der monozytaren HLA-DR tespion wird haufig in der
Folge schwerer Operationen, Traumata, systemisciméektionen sowie bei
hochdosierten immunsupressiven Therapien beobaahteals Zeichen fur eine global
eingeschrankte Immunkompetenz gewertet (Ditschkgwiskeuzfelder et al. 1999;
Giannoudis, Smith et al. 2000; Hershman, Cheadlal.e1990; Satoh, Miura et al.
2002). Persistiert diese verminderte HLA-DR Expia@sgiber einen langeren Zeitraum
besteht ein hohes Risiko fiir den Patienten, an ebaken oder mykotischen
Infektionen zu erkranken und zu versterben (VokinRe et al. 1996).

Bei iatrogen immunsupprimierten Transplantationgpén mit einer stark
verminderten monozytaren HLA-DR Expression konnsaptische Komplikationen
durch eine Reduktion der immunsuppressiven Therapewunden werden, ohne die
Rejektion des Transplantates zu induzieren. Dasuiet] dass durch eine verminderte
HLA-DR Expression das Immunsystem weder in der Lagie eine Infektion
abzuwehren, noch ein Allotransplantat abzustoRen ABdauern dieser so genannten
JJmmunparalyse* ist mit der Integritat eines Orgamis und somit mit dem Uberleben
nicht vereinbar (Volk, Reinke et al. 2000).
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Immunologisches Korrelat der Immunparalyse ist Mienozytendeaktivierung, deren
wesentlicher Parameter eine stark verminderte HIRAEXpression ist. Dartiber hinaus
ist aber auch ihre Kapazitat zur Bildung verschiedeproinflammatorischer Zytokine

vermindert, wohingegen die Produktion antiinflamaniasicher Zytokine oft erhalten

bleibt (Volk, Reinke et al. 1989).

2.6  Durchflul3zytometrie

Die Durchflul3zytometrie stellt ein modernes Mesttmen zur Beurteilung von

Partikeln in wassrigen Suspensionen dar, dasdsisvenigen Jahren ausschlief3lich in
der Grundlagenforschung Anwendung fand. Die Optiomg auf dem Gebiet der
Herstellung monoklonaler Antikorper, die Entdeckurggeigneter Fluoreszenz-
farbstoffe, sowie die Verbesserung der Zytometerbunden mit einer einfacheren
Geratebedienung, ermoglichten es der DurchfluRzgtoenzu einer weiten Verbreitung
in der klinischen Routine zu gelangen (Eckhardt4)99

Das DurchfluBzytometer bietet als optisches Systemifaltige Anwendungs-

maoglichkeiten. Es konnen Zelleigenschaften von dgfélke und Granularitdt sowie
RNA- und DNA-Gehalt, Uber Antigeneigenschaften vatellen bis hin zu

Zellfunktionen wie Phagozytose oder Apoptose asiatywerden.

2.6.1 Monoklonale Antikérper

Kohler und Milstein entwickelten in den 70er Jahmes letzten Jahrhunderts ein
Verfahren, das es ihnen ermdéglichte gegen nahedas jeéAntigen monoklonale
Antikodrper zu produzieren (Kéhler und Milstein 1975

Die Herstellung monoklonaler Antikorper erfolgt tels der Hybridomtechnik. Hierzu
werden Lymphozyten aus der Milz einer immunisiert8taus isoliert und mit

Myelomzellen fusioniert. Unter den entstandenen tarbichen Hybridomen

werden diejenigen selektiert, die Antikdrper mitr déchsten Spezifitdt gegen das
gesuchte Antigen produzieren. Anschlieiend werdendsrch Klonierung vermehrt
(Steward und Male 1995).

Das Hauptanwendungsgebiet monoklonaler Antikorpendet sich in der

Immunfluoreszenztechnik, wo sie u.a. zur Markierway Zelloberflachenstrukturen

eingesetzt werden. Dazu werden sie entweder dimker indirekt an einen
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Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Bei der indirektbtarkierung wird ein zweiter
monoklonaler Antikérper, der gegen den ersten Ampkr gerichtet ist, zur
Immunfluoreszenzmarkierung bendétigt. Vorteil dieskEarbungen ist eine schnelle und
einfache Durchfihrung im Gegensatz zu indirektemb&@ethoden. Ein Nachteil
besteht allerdings in der unter Umstanden nichteaclsenden Fluorochromkonjugation
fur den Nachweis schwach exprimierter Antigenstigt. Im Routinelabor héaufig
verwendete Farbstoffe sind Phycoerythrin (PE) nmereFluoreszenz im roten Bereich
(578 nm) des sichtbaren Lichtes sowie Fluoreszmithlocyanat (FITC) mit einer
Fluoreszenz im grinen Bereich (525 nm), die beidieemem Argonlaser (488nm)
angeregt werden kénnen. Weiterhin ist bei der VdahlFarbstoffkombinationen auf die
relative Sensitivitat der Fluorochrome zu achtena PE eine 10fach hdhere
Empfindlichkeit als z.B. FITC aufweist, empfiehls esich fur schwach exprimierte

Antigenstrukturen PE-konjugierte Antikorper einzuzea (Raffael, Nebe et al. 1994).

2.7  CD Kilassifikation und Oberflachenantigene

Nach der Etablierung des Verfahrens zur Herstellungnoklonaler Antikdrper
entstanden viele nebeneinander existierende Nomem&h von Antikorpern,
hervorgerufen aus der Entwicklung verschiedeneotalind kommerzieller Hersteller.
Um eine Systematik in die Vielfalt der Reagenzien ezlangen, werden seit 1980
regelmaliig internationale Workshops veranstaltet.

Monoklonale Antikdrper, die das gleiche Zellobesfi@nantigen erkennen, wurden zu
so genannten Cluster of differentiation (CD) zusangefasst. Nach der CD
Klassifizierung folgen die typischen Zellpopulatiamd das Molekulargewicht des
spezifischen Antigens in Kilodalton. Die voranstethen Buchstaben p (protein), gp
(glycoprotein), gl (glycolipid), CHO (carbohydratedler u (unknown) beschreiben das
Antigen.

Aufgrund spezifischer Antigenmuster auf Zellobesfién konnen so durch den Einsatz
monoklonaler Antikorper verschiedene Zellpopulagiomicht nur in ihrer Art, sondern

auch in ihrem Aktivierungszustand unterschiederdeer
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3 Material und Methoden

Nach Genehmigung der Studie durch die Ethikkommissier Arztekammer Hamburg
wurden konsekutiv 60 Patienten zweier operativewieo einer internistischen
Intensivstation des Universitatsklinikums HambumpEndorf innerhalb von 8-24
Stunden nach Aufnahme auf die Erfullung vorgegebemgnschluss- bzw.
Ausschlusskriterien untersucht und gegebenenfaltiie Studie eingeschlossen, sofern
die erwartete Aufenthaltsdauer mehr als drei Tageub.

Der Beobachtungszeitraum umfasste die Dauer demdinaufenthaltes und endete
spatestens nach 14 Tagen oder mit der Verlegungdeorintensivstation bzw. dem
Versterben des Patienten.

Zur Ermittlung von Normalwerten wurde bei 25 gesemdProbanden die monozytare
HLA-DR Expression bestimmt. Vorbestehende immunisidoe Erkrankungen wurden
anamnestisch ausgeschlossen.

Beginnend mit dem Einschlusstag wurde an jedem \ftely (Montag bis Freitag) die
Expression von HLA-DR auf Monozyten durch zwei usthiedliche Methoden
durchfluzytometrisch bestimmt. Dies ist zum eim@me modifizierte Methode nach
Nebe (Nebe 1998), zum anderen die Methode nachoBeickinson, bei der ein
kommerzielles Testkit zur Anwendung kommt. Dieserdeu erstmals von einer
Arbeitsgruppe um Volk und Ddcke an der Charité Bdveschrieben (Ddcke 2001).

Zur Beurteilung der Erkrankungsschwere wurde fig Batientengruppe sowohl der
Acute Physiology And Chronic Health Evaluation SCOAPACHE I1) (Knaus, Draper
et al. 1985), als auch der Simplified Acute Phymigl Score (SAPS 1) (Le Gall,
Lemeshow et al. 1993) fur die ersten 24 Stundenmessivaufenthaltes erhoben. Zur
Verlaufsbeurteilung wurden ab dem ersten Tag fienpeAufenthaltstag die Punktwerte
des Multiple Organ Dysfunction Score (MODS), (MakhCook et al. 1995) und des
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (Vinddoteno et al. 1996) sowie des
ELEBUTE (Elebute und Stoner 1983) bestimmt.

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe von SPSS fimd&ws (Statistical Package for
the Social Science; Version 10.0, Chicago, USApgau®rtet. Hierzu wurden mit dem
Kolmogorow-Smirnow Test die Datenreihen auf ihre rtéidung geprift. Zum

Vergleich unabhangiger, nichtparametrischer Stichen wurde der U-Test von Mann,

Whitney und Wilcoxon durchgefiihrt. Um mehr als zvedhangige Stichproben zu
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vergleichen wurde eine einfaktorielle Varianzanalysnit Messwiederholungen
angewendet. Die Signifikanzen Uber den Verlauf Besbachtungszeitraumes wurden
mit der Methode des allgemeinen linearen Modelstegtn

Zur Berechnung dichotomer Zielgré3en wurde auf @Genndlage eines Vierfelder-
Testes mittels eineg-Testes auf Unabhangigkeit gepriift. Anhand des @& schen
Korrelationskoeffizienten wurde der Zusammenhangisawen den Merkmalen
beschrieben. Der untere Grenzwert der HLA-DR Exgogs auf Monozyten wurde
anhand einer beschreibenden graphischen Darsteltierg Mittelwerte Uber den
Beobachtungszeitraum bestimmt.

Zum Vergleich der Aussagekraft zweier dichotomer rivieale bezlglich eines

Ereignisses wurde das jeweilige relative Risikeebbnet.

3.1 Patientenpopulation und Einschlusskriterien

Einschluss in die Studie fanden 60 konsekutiveelRtgn im Alter zwischen 18 und 80
Jahren mit dem Krankheitsbild einer Sepsis. Naclin&éume auf die Intensivstation
wurden die Patienten innerhalb eines Zeitfensters 824 Stunden auf die Erfullung
vorbestimmter Einschlusskriterien untersucht. Zwefibition der Sepsis wurden die
etablierten ACCP/SCCM Kriterien (Bone, Balk et 4092), wie sie in der Tab. 1
dargestellt sind, herangezogen: Vorliegen eineste8yschen Inflammatorischen
Response  Syndroms (SIRS) mit  positivem Infektionbneeis. Die
Infektionsdiagnosen, die zum Einschluss in die ftugkitrugen, wurden nach den
Richtlinien des Center of Disease Control (CDCgégGarner, Jarvis et al. 1988).
Patienten mit angeborenen oder erworbenen Immukidefe iatrogener
Immunsuppression oder Behandlung mit koloniestiemahden Faktoren/IFi wurden
ebenso von der Studie ausgeschlossen wie Patienté@matologischen Erkrankungen
der weilRen Blutzellreihe. Eine Uberlappung des enétinkollektives mit anderen
Studien wurde vermieden.

Die Blutproben zur Bestimmung der immunologischerrlgufsparameter wurden
mindestens montags bis freitags taglich entnommen.

Als Beobachtungszeitraum wurden die ersten 14 Tdge Intensivaufenthaltes
festgelegt, vorzeitiges Verlassen der Intensivatabeendete die Studienteilnahme.
Die Patienten oder deren Angehdrige wurden durch leiormationsblatt Gber den

Inhalt der Studie und die damit verbundenen Blutahinen aufgeklart.
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3.2  Messung der HLA-DR Expression auf Monozyten (T&prinzip)

Das Prinzip der HLA-DR Bestimmung auf Monozyten ibesauf einer Antigen
Antikdrper Reaktion. Die zu untersuchenden Zelleit den membrangebundenen
Molekulen HLA-DR, CD14 und CD64 werden im EDTA Mallit, mittels
fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikdrper, mark und anschlieBend im

DurchfluRBzytometer gemessen und computergestisgieavertet.

3.3  Material

3.3.1 Reagenzien

FACS™ Lysing Solution, 10fach konzentriert (Becton Ditsdn, Heidelberg,
Cat.Nr.349202)

FacsFlow™ (Becton Dickinson, Heidelberg, Cat.Nr.342003)

Phosphat Buffered Saline (PBS ), pH 7,2,*Mgnd C&" frei

Monoklonale Antikorper:

IgG1 PE Isotypkontrolle
Klon 679.1Mc7 (Immunotech, Marseille, Cat.Nr. IM@GY

CD14 FITC
Klon M@P 9 (Becton Dickinson, Heidelberg, Cat.Nr .347 493)

Anti-HLA-DR PE
Klon L 243 (Becton Dickinson, Heidelberg, Cat.N4.73367)

QuantiBRITE™ Anti-HLA-DR PE/Anti-Monocyte PerCP-Cy5.5
(Becton Dickinson, Heidelberg, Cat.Nr. 340 827)
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Kalibration

CaliBRITE ™ 3-Beads (Becton Dickinson, Heidelberg, Cat.Nr. %5
QuantiBRITE™ PE-Beads (Becton Dickinson, Heidelberg, Cat.Nr 43%)

3.3.2 Einwegmaterialien

Falcon R 5 ml Polysterenanalyseréhrchen Falcon 2B&2on, Oxnard CA, USA)

3.3.3 Gerate und Software

Durchflusszytometer FACS Calibur System (Bectorkibison, Heidelberg)
FACSComp Software Version 4.2 (Becton Dickinsoniddlberg)
CellQuest Pro Software (Becton Dickinson, Heidedbper

QuantiCALC Software (Becton Dickinson, Heidelberg)

Datenverarbeitungssystem: Apple Macintosh, Power Ma

Kihlzentrifuge Heraeus (Sepatech, Osterode)

Mixer Vortex-Genie (Bender und Hobein, Minchen)

Transferpipetten und austauschbare Kunststoffspippendorf, Hamburg)
Wasserstrahlpumpe

34 Methoden

3.4.1 Grundlagen der DurchfluRzytometrie

Die DurchfluBzytometrie unterliegt methodisch einprmzipiellen Ablauf, der fir alle
analytischen Fragestellungen analog anzuwenden ist.

Zur Messung kommen vorwiegend Einzelzellen auschegsgenen Korperflissigkeiten,
wie z.B. Blut, Punktate oder Spulflissigkeiten, wobie Herkunft nicht relevant ist,
solange die Zellen als Suspension von 0,5 bis 20 Kellen pro Milliliter vorliegen.
Diese mussen den Analysepunkt, d.h. den Ort, an dem Laserlicht und der

Flissigkeitsstrahl senkrecht aufeinander treffessperen. Nur Zellen, die diesen Punkt
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passieren, konnen korrekt erfasst, analysiert dasksKiziert werden (Raffael, Nebe et
al. 1994). Um dies zu gewahrleisten bedient marh sites Verfahrens der
hydrodynamischen Fokussierung, das sich aus zweiissigkeitszugangen
zusammensetzt. Uber einen Zugang wird mittels eiRempe kontinuierlich
Tragerfliussigkeit in die aus Quarzglas bestehendessklivette gepumpt. Die
Zellsuspension wird Uber einen zweiten Zugang, edéw tber ein Ansaugsystem oder
mittels Uberdruck in die Messkammer Uberfiihrt. Bage der zweiten Kapillare ist auf
das Zentrum der Messkivette gerichtet. Unmittelmechdem die Zellsuspension die
Kapillare verlasst, wird sie von der Tragerflisggkerfasst. Beim Zustrom auf die
Messkuvette erfahrt der Probenstrom so eine Basaigleng von wenigen Zentimetern
pro Sekunde auf etwa sieben Meter pro Sekunde, ass dlie Einzelzellen
hintereinander aufgereiht, wie an einer Perlenkatés Analysepunkt passieren und
detektiert werden (Ormerod 1990; Longobardi GivaaZ2).
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Abb. 6: Schematischer Aufbau eines Durchfluzyt@nset

Die Lichtquellen, die in der Durchflu3zytometrie ngesetzt werden, muissen
verschiedene Anforderungen erfullen. Die haufigstdnwendung finden
monochromatische Laser, wie z.B. der Argon-lonexlasler Helium-Neon-lonenlaser.
Eine hohe Energiedichte und konstante Strahleolggstsind erforderlich, um
ausreichende Fluoreszenz- und Streulichtsignalénduzieren. Reflektionsspiegel an

beiden Enden der Rohre verstarken die Stimulattmhdurch Einstellung eines Prismas
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am hinteren Ende der Rohre lasst sich eine besgngllenlange (z.B. 488 nm beim
Argonlaser) herausfiltern. Ein an der Vorderseige B6hre befindlicher Spiegel lasst
einen Teil des Lichtes passieren. Dieser Teil desetstrahls wird durch eine optische
Einrichtung fokussiert und auf die Messkivette oer Zellsuspension ausgerichtet
(Ormerod 1990).

Am Kreuzungspunkt zwischen dem Lichtstrahl und jedimzelnen Zelle entstehen
charakteristische Fluoreszenz- und Streulichteéf@kiverschiedenen Raumwinkeln, die
durch ein Signalverarbeitungssystem erfasst undtdizéert werden. Dadurch werden
unterschiedliche Eigenschaften der Zellen bzw.ilRdriviedergegeben. Ublicherweise
wird die Lichtstreuung im Vorwartsstreulicht 0° 0°1(forward scatter FSC) und im
Seitwartsstreulicht von 90° (side scatte6SC) detektiert. Das Vorwartsstreulicht gibt
ZellgroRenrelationen wieder, Seitwartslichtstreuubgruht auf unterschiedlichen
Eigenschaften der Zelle und liefert Informationdpeiti Zellmembran, Zellkern und
intrazellulare Bestandteile (Granularitat), wodursith die einzelnen Subpopulationen
voneinander abgrenzen lassen.

Unter Fluoreszenz versteht man die Eigenschaft bestimmten Molekilen nach
Absorption energiereicher Strahlen mit einer rastiklingenden Lichtemission zu
reagieren, wobei die verschiedenen Farbstoffe (Bllwome) auf unterschiedliche
Frequenzbereiche als Anregungsspekiren reagiereieseD Eigenschaft der
Fluorochrome wird genutzt, indem man die zu analgsiden Zellen zuvor entweder
direkt mit den Fluorochromen anfarbt, die selbsheeispezifische Affinitdt zu
bestimmten Zellstrukturen haben, wie z.B. Propidadid (PI) mit roter Fluoreszenz
fur DNA-Messungen oder es kénnen Fluoreszenzfaffiestavie z.B. Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) an nmdopale Antikdrper gebunden
werden, die spezifisch fur die zu untersuchendemk&iren sind (Ormerod 1990;
Raffael, Nebe et al. 1994).

Die Farbstoffe werden zumeist mit einem blaugeuchtenden Argonlaser (488 nm)
und/oder einem rot strahlenden Heliumneonlaser (683 angeregt. Die verwendeten
Fluorochrome muissen also hier ihr Absorptionsmarimbesitzen. Wahlt man
Fluorochrome, die sich in ihrer emittierten Wellamje (Fluoreszenzfarbe)
unterscheiden, kann man eine Mehrfarbenfluoreszesgumg bei einer
Anregungswellenlange durchfihretdm eine exakte Trennung der Signale zu
gewahrleisten, muss ein Unterschied in der Absomgti und Emissionswellenlange

(stokes shift) bei der Mehrfarbenfluoreszenzanalygserhanden sein. Darlber
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hinausgehende Untersuchungen, die aufgrund des ahgles nur zum Teil in der
Routine zum Einsatz kommen, werden z.B. durch dasai von Tandem-Farbstoffen
oder mehreren Laser verschiedener Wellenlange oiiglBei der Verwendung
verschiedener Fluorochrome kommt es vor, dass siefen Emissionsspekiren
Uberlappen, so dass eine manuelle Korrektur (Kosgtean) der Messung notwendig
wird (Abb. 7).

Nach jeder Interaktion einer Zelle mit dem Lasatstrwerden FSC, SSC und die
Fluoreszenz(en) gemessen. Dazu kommen zwei ArterDedektoren zur Anwendung:
erstens die Photodiode, die ein Detektor mit egegingen Lichtempfindlichkeit ist und
Verwendung bei der Messung relativ intensiver Isgnale, wie dem
Vorwartsstreulicht findet. Zweitens der Photomuiéip (Photordhre), der in der Lage
ist, ein sehr schwaches Lichtsignal um mehrere &réfiinungen zu verstarken. Zur
Verstarkung der schwéacheren Fluoreszenz- und S¢sstéeulichtsignale werden daher
Photomultiplier eingesetzt.

Die Wahl der Signalverstarkung hangt von der ziersoichenden Zellpopulation und
deren Eigenschaften ab. So stehen zwei Arten dgrafverstarkung, eine lineare und
eine logarithmische, zur Verfligung. Bei Parametelis, einen groRen Bereich von
Kanalen bendtigen, kommt die logarithmische Vekstég in einem Bereich von vier
Dekaden (1 bis 10.000 logarithmischen Skalenkahdtem Einsatz. Aufgrund der
Eigenschaft biologischer Merkmale, haufig lognornvarteilt zu sein, ist fur die
Immunfluoreszenz zumeist eine logarithmische Vekstdy des detektierten Signals
notwendig, um die Unterschiede bei geringer Merlsauagpragung, wie z.B. der Dichte
eines Antigens auf der Zelloberflache, besser sobeiden und einen breiten
dynamischen Bereich erfassen zu konnen. Fur diestemeiAnwendungen werden
Vorwarts- und Seitwartsstreulicht jedoch linear udié Fluoreszenz logarithmisch
verstarkt (Raffael, Nebe et al. 1994).

Die Signalverarbeitung erfolgt mittels eines Analdgjital Wandlers (ADC), der das
gegebenenfalls zunachst logarithmisch verstarkigloge Signal in ein digitales
konvertiert. Die Fluoreszenzintensitaten misseeimem zweiten Schritt mit Hilfe der
Software in logarithmische Werte zurlckverwandedrden. Die gemessenen Signale
werden dabei je nach Auflésung des ADC in 256 24 Kandle getrennt. Zusétzlich
besteht die Moglichkeit, einen elektronischen Sdlemevert (threshold), der sich auf

einen  bestimmten  Ausloseparameter  bezieht (z.B. wssstreulicht),
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miteinzubeziehen. Diese Einstellung wird héufig ety um Rausch- und Stdrsignale
zu reduzieren (Eckhardt 1994; Longobardi Givan 3992

Fur die Analyse dieser Daten werden leistungsfal@genputerprogramme bendtigt,
welche die Mdglichkeit bieten, die Einzelparameter beliebigen Kombinationen

darzustellen. Die einfachste Art der graphischereddigabe der Messwerte ist die
Histogramm- oder Haufigkeitsverteilung (Einparamagestellung) in linearer oder

logarithmischer Auflésung. Korrelierte Zweiparanmdeastellungen zeigen die Relation
zweier verschiedener Eigenschaften einer Zellerfttidieten sich die Darstellung im

Punkthistogramm (dot plot) sowie Konturlinien- udceidimensionale Darstellungen
an. In den so genannten Dotplots, die xy-Diagranuaestellen, in denen jede
gemessene Zelle durch einen Punkt markiert wirdistelmen im zwei- oder

mehrdimensionalem Raum Punktwolken, die Zellen deartikel mit gleichen oder

ahnlichen Eigenschaften reprasentieren.

Wahrend der Messung besteht weiterhin die Moglithkéurch Vorgabe einer

Begrenzung (gate) nur solche Zellen zuzulassenadigrund ihrer Parameter einer
bestimmten Zellpopulation zugeordnet werden konfieskhardt 1994). Durch dieses
Festlegen elektronischer Regionen, d.h. MarkiedgrgPunktwolken, kénnen in einem
heterogenen Gemisch wie Blut einzelne Zellpoputeio z.B. Monozyten

unterschieden werden.

3.4.2 Die verwendeten Antikdrper und ihre Funktion

IgG1 PE Isotypkontrolle

Der monoklonale Antikorper Klon 679.1Mc7 bindet pezifisch an hamatopoetische
Zellen und Zellbruchstiicken. Da nur wenige Antil@irgebunden werden, ist die
Fluoreszenzemission gering. Das Signal wird algddgrundrauschen verstanden, und
im Sinne einer Negativkontrolle gewertet.

Werden Antikdrper spezifisch an Zelloberflachengeten, ergibt sich aufgrund ihrer
Anzahl und Dichte ein intensives Fluoreszenzsigms deutlich Gber dem der
Negativkontrolle liegt. Anhand der NegativkontrolMrd also der Grenzwert fur ein

positives Signal festgelegt.
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CD14 FITC

Der Klon Mg@P 9 des monoklonalen Anti-Leu-M3 Antikdrpers wurdess der

Immunisierung hybridisierter Mausezellen mit peamn Blutmonozyten eines an
rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten gewonrigie antigene CD14 Struktur ist
auf den meisten Monozyten exprimiert, aber auch @wem geringen Teil der
Granulozyten, und entspricht der Membranstruktuss delykoproteins 55, das
Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand gramnegatBakterien bindet.

Anti-HLA-DR PE

Anti-HLA-DR bindet spezifisch an das DR-Epitop deemanen MHC Klasse Il
Molekuls. Es weist keine Kreuzreaktivitat mit HLAGDoder HLA-DP auf. HLA-DR
wird auf antigenpréasentierenden Zellen wie MonazA¥akrophagen, dendritischen
Zellen, naturlichen Killerzellen, aber auch auf iaktten T- und B-Zellen sowie
humanen Stammzellen exprimiert. Der monoklonalda-AhA-DR Antikérper, Klon L
243, wird aus hybridisierten Mausezellen hergdstéié mit humanen Lymphoblasten

der B-Zelllinie immunisiert wurden.

QuantiBRITE™ Anti-HLA-DR PE/ Anti-Monocyte PerCP-Cy5.5

Dieser Antikdrper setzt sich aus der spezifischemi-ALA-DR PE Sequenz, wie im
oberen Abschnitt beschrieben, und einer Anti-MomezyPerCP-Cy 5.5 Komponente
zusammen. Anti-Monozyten PerCP-Cy 5.5 erkennt Mgtese durch zwei diskrete
Spezifitaten. Dies ist zum einen CD14, ein humaiesozyten/Makrophagen Antigen,
welches auf der Mehrheit der Monozyten zu findénzism anderen CD64, welches ein
Fc Rezeptor auf Monozyten/Makrophagen darstelltrcbudie Kombination dieser
Spezifitaten ist es moglich die gesamte Monozytenfadion, insbesondere jedoch eine
Monozytenpopulation mit verminderter CD14 Expressim einem Testansatz zu

erfassen.
3.4.3 Methode nach Nebe (modifiziert)
3.4.3.1 Farbungen

Ansatze: 1. Anti-lgG1 PE / Anti-CD14 FITC
2. Anti-HLA-DR PE / Anti-CD14 FITC
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100 ul eines zuvor auf eine Leukozytenzahl von 10.000ledepro Mikroliter
eingestellten EDTA Blutes werden mit jgubAnti-HLA-DR PE Antikorper und Anti-
CD14 FITC Antikorper versetzt und nach grundlichktischen fur 10-15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Daraufhin vegrddlem Reaktionsansatz 2 mi
einfach konzentrierte FACY Lysing Solution zugefiigt, gemischt und nach ereeut
Inkubation fur 5 Minuten bei 1800 RPM zentrifugie&nschlieRend wird die Probe
nach dem Absaugen des Uberstandes mit einer Wasbfpampe mit 2 ml PBS
gewaschen und wiederum 5 Minuten bei 1800 RPM itegiert.

Nach Entfernung des Uberstandes wird die Probel iml PBS durch griindliches
Mischen resuspendiert und der durchflu3zytometesdiessung zugefihrt.

Analog zum Reaktionsansatz erfolgt zeitgleich degdtellung einer Negativkontrolle.
Dazu werden wiederum 10Ql desselben Patientenmateriales (einschlief3lich der
entsprechenden Vorverdinnung) mit jglAnti-IgG1 PE Antikoérper sowie Anti-CD14
FITC Antikorper angesetzt.

Im Weiteren verfahrt man mit dem Kontrollansatz wien beschrieben.

3.4.3.2 Gerate Setup

Die Gerateeinstellung des DurchfluRzytometers waittels FACSComp”-Software
und CaliBRITE™-Beads in einer Lyse/wash Option ohne Optimierumgllgefiihrt.

Das DurchfluRzytometer erfasst Lichtsignale Uberset@edene Detektoren oder
Photomultiplier (PMT) sowohl als Fluoreszenz- alstaals Streulichtsignale.

Die CaliBRITE™-Beads sind Suspensionen aus kleinen Partikelmitigweils einem
Fluorochrom beladen sind (FITC, PE, PerCP sowiearkiarte Beads). Da sich diese
Mikropartikel wie ungefarbte Zellen und mit fluotwomkonjugierten Antikérpern
markierte Zellen verhalten, dienen sie der Justigmer Instrumenteneinstellung sowie
der Uberprifung der Instrumentenempfindlichkeite Bolgende Tabelle (Tab. 3) stellt
die Photomultiplier-Lichtsignalerfassung dar.

Photomultiplier primére Signalerfassung
Fluoreszenz-1 (FL 1) FITC (gelbgrin)
Fluoreszenz-2 (FL 2) PE (rotorange)
Fluoreszenz-3 (FL 3) PerCP / PerCP-Cy5.5 (rot)

Tab. 3: Zuordnung der primaren Signalerfassungtddie verschiedenen Photomultiplier.
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Werden die Fluorochrome durch das Laserlicht ameesnittieren sie Licht tber einen
Wellenlangenbereich, der tber das Emissionsmaximuausgeht. Daher wird ein Teil
des FITC-Signals durch den FL2-Photomultiplier e Teil des PE-Signals durch den
FL1- und den FL3-Photomultiplier detektiert. Ledttl das PerCP- oder PerCP-Cy5.5-
Signal wird nicht vom FL2-Photomultiplier erkaniitieses so genannte Phanomen der
Spektraliberlappung (Abb. 7) muss durch elektrdras&ompensation Korrigiert

werden.

Intensitat
) -

500 s55C s00 650 700 nm

Abb. 7: Darstellung der Spektraliberlappung deradimen Fluorochrome. Region A wird falschlich vom

FL 2 Detektor und Region B vom FL 1 Detektor erfaBt — Fluoreszenz, nm - Nanometer

Zur Ermittlung der geeigneten Kompensationseinstelinutzt man die CaliBRITE-
Beads.

3.4.3.3 Messung und Auswertung der Oberflachenmarkrungen

Zur durchfluRzytometrischen Analyse wird zunachet Kontrollansatz (1. Ansatz) in

einem Dotplot mit den Achsen SSC/CD14 FITC zur Bditeng gebracht. In dieser
Ansicht wird die Population der Monozyten, die siatlurch ein starkes

Fluoreszenzsignal fir CD14 FITC deutlich von dedeaen Populationen der weif3en
Blutzellreihe abhebt, durch das Setzen einer aaldchen Begrenzung (Gating)
eingefasst (Abb. 8). Die weitere Analyse beziehthsausschlie3lich auf diese
Zellpopulation.
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Abb. 8: Gating der Monozytenpopulation in einem ot mit der Achsendarstellung SSC/CD14 FITC.
CD - Cluster of differentiation, SSC — Sidescatfé¥,C — Fluorescein-Isothiocyanat, HLA-DR —
Humanes Leukozytenantigen DR

In einem zweiten Dotplot mit den Achsendarstellun@b14 FITC/IgG1 PE wird der
Anteil der unspezifischen PE-Fluoreszenz detek{ideggativkontrolle) und somit der
Schwellenwert fir ein positives Fluoreszenzsigeratdelegt, der auf das Dotplot fur die
Patientenmessung kopiert wird (Abb. 9 und Abb. 10).

. =4 w =4
Oy el
T2 Q=3
= .

EY T=27

o L I,J - = :. I '3'3, -

T LT L T/ T R T T o' o pd

CO4FITC CD 14 FITC

Abb. 9: Festlegen des Schwellenwertes fiir ABb Messung der Patientenprobe.
ein positives Fluoreszenzsignal. HLA-DR — HLA-BRHumanes Leukozytenantigen
DR Humanes Leukozytenantigen, CD — DR, CD - @lust differentiation, FITC —
Cluster of differentiation, FITC — Fluorescein- ubtescein-Isothiocyanat, PE -
Isothiocyanat, PE - Phycoerythrin Phycoerythrin

Bei der Messung der mittleren Fluoreszenzinteng#tl) werden nun ausschlie3lich
die Zellen ausgewertet, deren Fluoreszenzsignahaliedieses Schwellenwertes liegt.

Zur Auswertung der mittleren Fluoreszenzintensitéerden die Zellen der

Patientenprobe (2. Ansatz) als Histogramm gegerFhliereszenz von PE dargestellt
(HLA-DR) und die MFI Uber die gesamten Zellen ehmet (Abb. 11).
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Abb. 11: Histogramm der gemessenen Fluoreszenszitéigen der Patientenprobe. HLA-DR — Humanes

Leukozytenantigen DR, PE - Phycoerythrin

Zur zusatzlichen Auswertung des prozentualen Asiteler HLA-DR positiven

Monozyten wird zunachst der erste Ansatz erneuteimem Dotplot dargestellt:
Achsendarstellung CD14 FITC/IgGl PE. Darin wird éfmeuzgate oberhalb der
unspezifischen PE-Fluoreszenz eingetragen und saietterum der Schwellenwert fr
ein positives Fluoreszenzsignal festgelegt. Didgesizgate wird dann in ein weiteres
Dotplot zur Darstellung von CD14 FITC/HLA-DR PE ke und daraus per
Quadrantenstatistik der Anteil HLA-DR positiver Mmyten bestimmt (Abb. 9 und
Abb. 10). Der Anteil der Monozyten, deren Fluoreszégnal oberhalb des
Schwellenwertes liegt, wird als Prozentsatz deigesamt detektierten Monozyten
angegeben.

3.4.4 Methode nach BD

3.4.4.1 Farbung nach Produktinformation BD

Es werden 50ul EDTA Blut mit 20 pl des Anti-HLA-DRE / Anti-MonocytePerCP-
Cy5.5 zum Ansatz gebracht und nach grindlichem iMisdlr 25 bis 35 Minuten im
Dunkeln inkubiert.

AnschlieRend wird dem Reaktionsansatz 500 pl dinfamzentrierte FACY' Lysing
Solution zugesetzt und nach Mischen und Inkubdiionveitere 15 bis 60 Minuten im
Dunkeln, der Analyse mittels DurchfluRzytometer efiigprt.
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3.4.4.2 Gerate Setup

Analoges Verfahren wie unter Punkt 3.4.2.2, jedocleiner automatischen Lyse no
wash Option ohne Optimierung.

AnschlieRend erfolgt eine zusatzliche manuelle i@igtiung der Kompensation FL3-
FL2 anhand einer mit Anti-HLA-DR PE/Anti-MonocyteeRCP-Cy5.5 markierten
Kontroll Vollblutprobe im CellQUEST Programm.

3.4.4.3 Gerate Kalibration

Die Erstellung einer Eichkurve zur HLA-DR Quantibrung auf Monozyten erfolgt
durch die Messung der QuantiBRITPE-Beads in der Kalibrationsoption der
CellQuest Software. Die Beads sind mit definiefféengen an PE Molekulen markiert
und werden in der gleichen Gerateeinstellung geemesgsie die Patientenproben
(Abb.12). Die Fluoreszenzintensitaten der Beadslareigegen die definierte Menge an
PE Molekilen/Bead aufgetragen, woraus Uber Softyi@nen die lineare Regression
berechnet wird und so die Ubertragung der Fluoresatensitat der HLA-DR Messung
in PE Molekule/Monozyt (Antibodies bound per caf)aubt. Die Voraussetzung daftr
ist die Verwendung eines Anti-HLA-DR Antikérperserdin einem Verhaltnis 1:1 mit
PE Molekuilen konjugiert ist.

o Beads 001
2
N High
B Med - High
] Med - L
HE__ ) 1] (nRtiy |—|
g o
=
— |
3
= T T L T L |
109 101 10 103 104
HLA DR PE

Abb. 12: Histogrammdarstellung der MessergebnidseQuantiBRITE" PE Beads. HLA-DR —
Humanes Leukozytenantigen DR, PE — Phycoerythrin

29



Material und Methoden

Calibration curve
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Abb. 13: Erstellung der Eichkurve mit linearer Reggion. PE - Phycoerythrin

3.4.4.4 Messung und Auswertung der Oberflachenmarkrungen

Die durchfluRzytometrische Messung der HLA-DR ORetienmolekile erfolgt nach
einer ersten Uberprifung der Kompensation im Daétphit der Achsendarstellung
FSC/SSC. Dabei ist darauf zu achten, dass die |lagzeZellpopulationen gut
voneinander abgrenzbar sind.

Danach kann in einem zweiten Dotplot mit der Aclisestellung CD14 PerCP-Cy5.5
die Monozytenpopulation eingegrenzt (Abb. 14) umndchlielend gemessen werden.
Die graphische Darstellung der Messergebnisse gerfiol einem Histogramm, in
welchem die PE Fluoreszenz gegen die Anzahl ddeiZglezeigt ist (Abb. 15). Die
Software errechnet tber die Abtragung der ermgtteFluoreszenzintensitaten gegen
die Anzahl der gebundenen PE Molekile, die MengeHI&A-DR Molekile auf der

Zelloberflache der Monozyten.
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Abb. 14: Gating der Monozyten. SSC — Sidescatter, Abb. 15: Histogrammdarstellung der

CD - Cluster of differentiation, PerCP-Cy — Peridin Patientenmessung. PE — Phycoerythrin
Chlorophyll Protein- Cyanin, HLA-DR — Humanes

Leukozytenantigen DR

3.4.5 Erhebung der Scorewerte

Die Anwendung von Scoresystemen dient der objektizrfassung der Schwere oder
Auspragung von Erkrankungen sowie der Abschatzungr dMortalitats-
wahrscheinlichkeit von Patientengruppen im Rahmem wissenschaftlichen Studien.
lhre Anwendung zur Beurteilung von individuellen dglebensprognosen ist auf Grund
der inharenten statistischen Unscharfen jedodht méglich.

Das Prinzip von Scores besteht darin, durch Addit@nzelner Punktwerte den
Auspragungsgrad eines Zustands zu beschreiben. tiRnd konnen durch
anatomische, physiologische, biochemische odeapleeitische Parameter reprasentiert
werden, wobei in den meisten Scores durch eingestde Punktzahl die zunehmende
Abweichung des Parameters von der Norm gewichtetd.whus der Summe der
Punktwerte der Einzelpapameter ergibt sich in degeR der Gesamtscore. Diesem
Verfahren liegt die Annahme zugrunde, dass die Agmg bestimmter Parameter
direkt oder indirekt mit der Schwere und ProgndeereErkrankung korreliert.
Scoresysteme lassen sich in Aufnahmescores, didiinden Zeitraum der ersten 24
Stunden reprasentativ sind, und Verlaufscores, dier Entwicklung von

Krankheitsbildern Rechnung tragen, unterteilen.

Der Acute Physiology And Chronic Health EvaluatithPACHE) und Simplified
Acute Physiology Score (SAPS) sind Prototypen iimm8ivon Aufnahmescores fur die

Erfassung und Gewichtung von Untersuchungsbefundlar Hamodynamik,
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Lungenfunktion, Koérpertemperatur, Bewusstseinslagerie routinemalfiig erhobener
laborchemischer Parameter.

Der APACHE Score wurde 1981 von Knaus vorgesteiltl gtellt mit seiner 1985
veroffentlichten modifizierten Version (APACHE I{(Knaus, Draper et al. 1985) das
gegenwartig am weitesten verbreitete Scoresystem Ha setzt sich aus drei
Komponenten zusammen, einem physiologischen Seorem altersbezogenen Score
sowie einem Score zur Beurteilung chronischer \ksegtkungen. Seine prognostische
Aussagekraft bezuglich der Mortalitat wurde an 800 Intensivpatienten validiert,
wobei sich die Validierung lediglich auf die Datemebung Uber die ersten 24 Stunden
des Intensivaufenthaltes bezieht. In Abbildung st6die Mortalitdtswahrscheinlichkeit

in Abhangigkeit von den ermittelten Punktwertengaastellt.
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Abb. 16: Darstellung der Intensivmortalitdtswahesalichkeit in Abhangigkeit vom ermittelten
APACHE Il Punktwert (Knaus, Draper et al. 1985).

Als Le Gall im Jahre 1984 den Simplified Acute Fbimgy Score (SAPS) einfuhrte

(Le Gall, Loirat et al. 1984), war das hauptsadtdiiel die Vereinfachung der ersten
APACHE Version. Im SAPS wurden die ursprunglich\&&iablen des APACHE auf

13 reduziert. Daruber hinaus unterscheidet er digich eine modifizierte Bewertung
des Alters und des neurologischen Status des Ratie@hronische Vorerkrankungen
hingegen finden keine Berucksichtigung mehr (Beid UWnertl 1993).

Auch der SAPS wurde in einer zweiten Version vesbeasund findet als SAPS 1l (Le

Gall, Lemeshow et al. 1993) inzwischen ebenfallgit werbreitete Anwendung. Die

prognostische Qualitat dieses Scores wurde in pkisen Studien an sehr grof3en

Patientenkohorten mit ca. 13000 Fallen unter Bewestellt. Ein weiterer Vorteil
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dieses Scores ist, dass neben nordamerikanisclebreawmwpaische Intensivstationen in
die Validierung einbezogen wurden.

Wie beim APACHE werden die Daten zur Ermittlung d®8PS und dem daraus
resultierenden statistischen Mortalitatsrisiko (A&B) Gber die ersten 24 Stunden des

Intensivaufenthaltes erhoben.
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Mortalitatswarscheinlichkeit

Abb. 17: Darstellung der Intensivmortalitdtswahesalichkeit in Abhangigkeit vom ermittelten
SAPS Il Punktwert (Le Gall, Lemeshow et al. 1993).

Im Unterschied zZu den beiden bisher  vorgestelltenradigtiven,
krankheitsibergreifenden Scores gehéren der Maelti@rgan Dysfunction Score
(MODS), der Sequential Organ Failure AssessmenEfgBowie der ELEBUTE Score
zu den krankheitsassoziierten Verlaufscores. Alslcheo erfassen sie die
pathophysiologischen Besonderheiten spezifischanlkreitsbilder, zum Beispiel einer
Sepsis, und sind daher gut geeignet, die Auspragdeg Erkrankung zu
charakterisieren. Sie dienen nicht nur der Verglegckeit des Schweregrades eines
Krankheitsbildes und des damit verbundenen Moditslitsikos, sondern liefern auch

objektivierbare Werte zur Beschreibung der Erkrangjsschwere im Verlauf.

Der Multiple Organ Dysfunction Score wurde 1995 Wwharshall veroffentlicht.

Die optimalen Variablen, deren Grenzen und Bewgennwurden zunachst aufgrund
eines systematischen Literaturriickblicks anhandizalier klinischer Studien tber
Multiorganversagen der Jahre 1969 bis 1993 idemditi und nachfolgend beziglich
ihrer Aussagekraft zur Mortalitdt an einem Patiektdlektiv (n=336) Uberprift

(Abb.18).
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Abb. 18: Darstellung der Intensivmortalitdtswahesalichkeit in Abhangigkeit vom ermittelten
MODS Punktwert.

Es werden sechs Organsysteme (respiratorischeengystdmatologisches System,
Herz Kreislauf System, zentrales Nervensystem, t-eb@nd Nierenfunktion) mit
Punktwerten von null bis vier bewertet, wobei nalhe physiologische Funktion
widerspiegelt und steigende Punktwerte mit zuneli@erDysfunktionen einhergehen.
Im Unterschied zu anderen Scoresystemen werdePaliameter fir den MODS zu
einer bestimmten Tageszeit erhoben und nicht difeduteste Auspragung eines 24
Stundenintervalls. Ein im Verlauf steigender MOD&rkliert in dem untersuchten
Patientenkollektiv dieser Studie (n=692) sowohl mder Intensiv- und
Krankenhausmortalitéat als auch mit der Dauer dembivaufenthaltes (Marshall, Cook
et al. 1995).

Von einer Arbeitsgruppe der European Society adrinive Care Medicine wurde 1996
ein weiteres Scoresystem, der Sequential Organrealissessment (SOFA) entwickelt
und eingefihrt (Vincent, Moreno et al. 1996). DiatiBnale dieser Bemihungen war
die Notwendigkeit ein einfaches und objektivesrimstent zu finden, das die Definition
des Schweregrades einer Organdysfunktion oder €@nganversagens ermdglicht und
deren Entstehung und Entwicklung im zeitlichen ¥efldarzustellen vermag (Moreno,
Vincent et al. 1999).

Dem SOFA Score liegt die Bewertung derselben s€rigansysteme mit Punktwerten
von null (physiologisch) bis vier (Organversagerng Wweim MOD Score zugrunde, aus
deren Summe sich der Gesamtwert ergibt.

Seine pradiktive Aussagekraft bezlglich der Maowalerklart sich aus der erhéhten
Mortalitdtswahrscheinlichkeit von Patientengrupperit Organversagen. Allerdings
konnte der SOFA in einer retrospektiven Studid@@0 septischen Patienten lediglich

34



Material und Methoden

am Aufnahmetag signifikant zwischen verstorbenerd uiberlebenden Patienten

trennen.

Elebute und Stoner verdffentlichten 1983 einen Se@ore, der auf mdglichst
einfache Weise den Schweregrad einer Sepsis méglggnau klassifizieren sollte.
Besonderes Augenmerk wurde dabei darauf gelegablen auszuwéhlen, die auch in
kleineren Krankenhdusern problemlos erhoben wetdemten (Elebute und Stoner
1983).

Es wurden vier Klassen selektiert, die mehreregieh beinhalten: lokale Effekte einer
Gewebeinfektion, Korpertemperatur, Sekundareffekter Sepsis und Laborparameter.
Jedem einzelnen Kriterium innerhalb dieser vierskén wurden, entsprechend seiner

Auspragung null bis sechs Punkte zugeordnet.
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4 Ergebnisse
4.1  Demographie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden im Zemnaton April 2002 bis Méarz 2003
konsekutiv 60 Patienten zweier operativer sowiereinternistischen Intensivstation in
die Studie eingeschlossen und untersucht. Der g&ltechschnitt lag im Median bei 60
Jahren, wobei die Gruppe der verstorbenen Patiesitgnifikant alter war als die der
Uberlebenden. Der Anteil der mannlichen Patienggnrhit 37 von 60 (61,7%) hoher
als der der weiblichen, es konnte aber kein Zusarhargg zwischen dem Geschlecht
und dem Uberleben gefunden werden. Die mediangekat betrug 15 Tage.
Zwischen der Gruppe der Uberlebenden und der dstorbenen Patienten konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Die Einschatzung der Erkrankungsschwere des umiaiesu Patientenkollektives
erfolgte an Tag 1 mit Hilfe des APACHE Il Scoresy dn Median 18 (7-35) betrug und
eine Mortalitat zwischen 25% und 30% erwarten lief3.

Die Gruppe der verstorbenen Patienten wies mit1¥7936) einen signifikant héheren
APACHE Il Punktwert auf als die Gruppe der Uberlaten mit 16 (7-34). Wahrend
des Intensivaufenthaltes verstarben insgesamt fiégnBan (28%), die Mortalitatsrate
nach 28 Tagen sowie die Krankenhausmortalitat getrgeweils 32% (19 von 60).
Tabelle 3 zeigt die demographischen Daten und deventeilung zwischen

Uberlebenden und verstorbenen Patienten.

Gesamt | Uberlebende | Verstorbene | p- Wert
Patientenanzahl 60 43 (72%) 17 (28%)
Alter in Jahren 60 57 65
. <0,05
Median (Spanne) (21-79) (21-79) (33-74)
Geschlecht (m/w) 371/23 27116 10/7 n.s.
LOS in Tagen 15 15 22
n.s.
Median (Spanne) (3-135) (3-135) (3-104)
APACHE I 18 16 19
. <0,05
Median (Spanne) (7-35) (7-34) (17-35)

Tab. 4: Demographische Daten der eingeschlossemttanten. Die Anzahl der Verstorbenen bezieht sich
auf die Mortalitat wahrend des Intensivaufenthalteév — méannlich/weiblich, LOS — Length of stay,
n.s. — nicht signifikant, APACHE — Acute Physiologyd Chronic Health Evaluation
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Die Heterogenitat des Patientenkollektives findetsévuck in dem Spektrum der

Hauptdiagnosen, die in Tabelle 4 zusammengesiedit s

Peritonitis 23 von 60 39%
Polytrauma 11 von 60 18%
Pneumonie 11 von 60 18%
Verschiedene Infektionen 10 von 60 17%
Z.n. Osophagektomie 5 von 60 8%

Tab. 5: Verteilung der Hauptdiagnosen der Studi@apten.

Die Verteilung der Infektionsdiagnosen, die zumdgmmuss in die Studie beitrugen, ist
in Tabelle 5 dargestellt.

Sepsis / sept. Schock 6 von 60 10%
Pneumonie 16 von 60 27%
Harnwegsinfektionen 3von 60 5%
Peritonitis 24 von 60 40%
Sonstige Infektionen 11 von 60 18%

Tab. 6: Die Verteilung der Infektionsdiagnosen 8ardienpatienten.

4.2  Ergebnisse der monozytaren HLA-DR Expression

4.2.1 Ergebnisse der Kontrollgruppe

Vor dem Beginn der Studie wurde zunéchst Blut eik@mtroligruppe von 25 gesunden
Probanden mittels der alternativen Methoden aufmd@ozytdre HLA-DR Expression
untersucht. Die Mittelwerte, Standardabweichungemd u Spannen dieser
Kontrolluntersuchungen sind in Tabelle 6 zusammsiaijé

HLA-DR [MFI] HLA-DR [%)] HLA-DR [AB/C]
Mittelwert 1155 99,3 29319
Standardabweichung 403 0,73 8422
Spanne 483 - 1962 97 - 100 17134 - 50507

Tab.7:  Mittelwerte, Standardabweichungen und Spanneler Kontrollgruppe (n=25).
HLA-DR - Humanes Leukozytenantigen DR, MFI — Mealuofescence intensity, AB/C -
Antibodybounds per cell
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4.2.2 Ergebnisse der Kontrollgruppe im Vergleich zuStudiengruppe

Die Tabelle 7 zeigt die Mittelwerte, Standardabwaitgen und Spannen der drei
Untersuchungsmethoden der monozytdren HLA-DR Exspasfir die Studiengruppe
(n=60) am ersten Tag des Intensivaufenthaltes.

HLA-DR [MFI] HLA-DR [%] HLA-DR [AB/C]
Mittelwert 280 77 10186
Standardabweichung | 166 17,3 3944
Spanne 34 -734 23-100 5659 - 23012

Tab. 8: Mittelwerte, Standardabweichungen und Spander Studiengruppe an Tag 1. HLA-DR —
Humanes Leukozytenantigen DR, MFI — Mean fluoreseégntensity, AB/C —Antibodybounds per cell

Die Ergebnisse der HLA-DR Expression in der Stugiappe liegen in allen drei
MelBmethoden an Tag 1 signifikant unterhalb derkdwmrtroligruppe. Eine graphische
Gegenuberstellung der Kontroll- und Studiengrupggen die Abbildungen 19, 20 und
21. Das Signifikanzniveau liegt im t-Test flr alleei Methoden bei p<0,001.
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Abb. 19: Box- and Whisker-Plots der HLA-DR [MFI] We fiir die Kontrollgruppe (Probanden) n=25
und die Studiengruppe (Patienten) n=60. Dargesiltt die Mediane, Quartile und Extremwertgrenzen
fur Tag 1. p<0,001. HLA-DR — Humanes Leukozytergeni DR, MFI — Mean fluorescence intensity
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Abb. 20: Box- and Whisker- Plots der HLA-DR [%] Weffur die Kontrollgruppe (Probanden) n=25 und
die Studiengruppe (Patienten) n=60. Dargestell siie Mediane, Quartile und Extremwertgrenzen flr
Tag 1. p<0,001. HLA-DR — Humanes Leukozytenantipéh
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Abb. 21: Box- and Whisker- Plots der HLA-DR [AB/@Verte fur die Kontrollgruppe (Probanden) n=25
und die Studiengruppe (Patienten) n=60. Dargestiitt die Mediane, Quartile und Extremwertgrenzen
fur Tag 1. p<0,001. HLA-DR — Humanes Leukozytengeni DR, AB/C —Antibodybounds per cell

4.2.3 Ergebnisse der Methode nach Nebe

Fur die Gruppe der Studienpatienten zeigt sich imter Tag in der Methode nach Nebe
ein signifikanter Unterschied der monozytaren HLR-[Expression [MFI] zwischen
iiberlebenden und verstorbenen Patienten. Das Raymihiveau imy*Test nach
Pearson liegt bei p<0,005.
Die Lagemaldaten sind mit Bezug zur Kontroligrupp@ Abb. 22 graphisch
dargestellt. Fir die Gruppe der Uberlebenden Ratidbetrug der Mittelwert an Tag 1
310 MFI (Standardabweichung 26,9 MFI), fur die \ersenen 192 MFI
(Standardabweichung 23,1 MFI).
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Abb. 22: Box- and Whisker- Plots der HLA-DR [MFI] &Mte fiir Uberlebende n=43, Verstorbene n=17
und Probanden n=25. Dargestellt sind die Medianmrtde und Extremwertgrenzen fur Tag 1. HLA-DR
— Humanes Leukozytenantigen DR, MFI — Mean fluogese intensity

Weitere signifikant zwischen uberlebende und vebsioen Patienten trennende
Ergebnisse der HLA-DR Expression wurden an den fageb, 7 - 12 und 14 des
Intensivaufenthaltes beobachtet. Diese sind in Wobg 23 jeweils mit *
gekennzeichnet. Das Signifikanzniveau errechnét sach Pearson inf-Test mit p<
0,005.

In der Abbildung 23 sind die Ergebnisse der moréreyt HLA-DR Expression [MFI]
Uber den Verlauf des gesamten Beobachtungszeitsadargestellt. Daraus lasst sich
ablesen, dass die Mittelwerte der verstorbenenemat (s-) Uber die gesamte
Beobachtungsdauer unter denen der Uberlebendeh liggen und sich die beiden
Graphen zu keinem Zeitpunkt schneiden. Bis aufedgebnisse an den Tagen 13 und
14, liegen die Mittelwerte zudem stets unterhalm \200 MFI. Daraus kann ein
hypothetischer Schwellenwert von 200 MFI angenommerden, unterhalb dessen das
Mortalitatsrisiko stark ansteigt.

So zeigte sich fur Patienten, die diesen Grenzwem ersten Tag ihres
Intensivaufenthaltes bereits unterschritten, e8terbewahrscheinlichkeit von 39%
(10/26) und damit ein mehr als doppelt so hohestéititsrisiko im Vergleich zur
Alternativgruppe (16%, 5/32). Fur das Unterschreitelieses hypothetischen
Grenzwertes von 200 MFI an Tag 1 berechnet sicle &ansitivitat von 0,7 und
Spezifitat von 0,6 bezuglich der Mortalitat.
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Abb. 23: Mittelwerte und SEM der HLA-DR ExpressiFI] im Verlauf fir Uberlebende (n=43) und
Verstorbene (n=17). HLA-DR — Humanes LeukozytergatiDR, MFI — Mean fluorescence intensity

Auch bei den Patienten, die im Verlauf ihres Intemsfenthaltes fir mehr als 48
Stunden eine geringere HLA-DR Expression als 200 BMFRwiesen, zeigte sich eine
erhohte Mortalitat. Die Wahrscheinlichkeit bei Ausgung dieses Merkmals zu
versterben lag in der Studiengruppe bei 42% ()5436einer Sensitivitat von 0,9 und
eine Spezifitat von 0,5. FiUr die Ubrigen Patieni@yn das Mortalitatsrisiko bei 8%
(2/24).

Sowohl fir das Merkmal einer HLA-DR Expression <028MFI an Tag 1 des
Beobachtungszeitraumes, als auch fur das Merkmak éiLA-DR Expression < 200
MFI Gber mehr als 48h im Verlauf der Beobachtungsear das relative Risiko zu
versterben gegenuber der jeweiligen Alternativgeugputlich erhéht. Fir eine HLA-
DR Expression < 200 MFI an Tag 1 betrug es 2,5amém 95% Konfidenzintervall
(CI) 0,96-6,31, fir eine prolongierte HLA-DR Expsémn < 200 MFI Gber mehr als 48h
sogar 5,0 (95% (Cl) 1,25-19,92).

Die zusatzliche Auswertung des prozentualen Antelsr HLA-DR positiver
Monozyten liefert fiir Tag 1 in der Gruppe der Ubbdnden einen Mittelwert von 79%,
fur die Verstorbenen 70%, ohne Signifikanzniveao. Abbildung 24 sind die

Lagemalidaten fir Tag 1 graphisch gezeigt.
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Abb. 24: Box- and- Whisker- Plots der HLA-DR [%] W fiir Uberlebende n=43, Verstorbene n=17
und Probanden n=25. Dargestellt sind die Medianmrtde und Extremwertgrenzen fur Tag 1. HLA-DR

— Humanes Leukozytenantigen DR

Der Verlauf der Mittelwerte, dargestellt in Abbilagi 12, weist auch in dieser Methode
fur die Verstorbenen durchgéngig niedrigere Mitete auf, obwohl die Differenzen
zwischen den beiden Gruppe geringer ausfallen uediger statistisch signifikante
Unterschiede nachweisbar sind. Signifikant zwiscldem beiden Patientengruppen
trennende Ergebnisse mit dem Signifikanzniveau QB®, ¢>Test nach Pearson),
wurden an den Tagen 4, 5, 7, 8, 11 und 12 errecbiese sind in der Abbildung 25

mit * markiert.
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Abb. 25: Mittelwerte und SEM der HLA-DR Expressif#] im Verlauf fur Uberlebende (n=43) und

9

Verstorbene (n=17). HLA-DR — Humanes LeukozytergamiDR
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Auch in dieser Methode lasst sich aus der Beobaghtulass die Gruppe der
verstorbenen Patienten im Durchschnitt bis auf Zwesinahmen (Tag 13 und 14) stets
unter 75% liegt, ein hypothetischer Schwellenwbleigen.

Aufgrund dessen errechnet sich fur Patienten, désed Wert im Verlauf ihres
Intensivaufenthaltes fir mehr als 48 Stunden udbeitten mit 46% (13 von 28) ein
gegeniber der Gruppe ohne dieses Merkmal (5 voril@@¥F deutlich erhdhtes
Mortalitatsrisiko. Die Sensitivitat betragt 0,8edbpezifitdt 0,7. Das relative Risiko bei
Merkmalsauspragung zu versterben betragt gegenlignelternativgruppe 3,7 mit dem
Konfidenzintervall (ClI) 1,37-10,09.

4.2.4 Ergebnisse der QuantiBRITE Methode

In der Gruppe der Studienpatienten zeigte sich diaser Methode fur Tag 1 kein
signifikanter Unterschied in der monozytaren HLA-DExpression zwischen den
Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Die Alnigid26 zeigt die Lagemal3e der
Messungen an Tag 1. Der Mittelwert fir die Ubertedten betrug 10532 AB/C, fir die
Verstorbenen 9311 AB/C.
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Abb. 26: Box- and Whisker- Plots der HLA-DR [AB/@Jerte fiir Uberlebende n=43, Verstorbene n=17
und Probanden n=25. Dargestellt sind die Mediangrtde und Extremwertgrenzen fur Tag 1. HLA-DR
— Humanes Leukozytenantigen DR, AB/C —Antibodybaupdr cell

Die Darstellung der Mittelwerte im Verlauf (Abb. 27Zeigt auch fir diese Methode, bis
auf Tag 2, fur die verstorbenen Patienten durchgginéedrigere Ergebnisse als fur die
Uberlebenden. Legt man aufgrund dieser Beobachtimen Cut-off von 10000 AB/C

fest, so errechnet sich fur Patienten, die im \drlaine langer als 48 Stunden

anhaltende HLA-DR Expression von weniger als 10880C aufweisen, ein hoheres
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Sterblichkeitsrisiko. Die  Wahrscheinlichkeit zu rsterben  betrug  bei
Merkmalsauspragung 39,5% (15 von 35). Im Vergletoab das Mortalitétsrisiko in
der Alternativgruppe, die diese Bedingung nichiiérinur 9% (2 von 22). Fir das
Merkmal HLA-DR Expression < 10000 AB/C > 48h erreete sich eine Sensitivitat
von 0,9 und eine Spezifitdt von 0,5. Das relativeik® bei Merkmalsauspragung zu
versterben betrug gegeniber der Vergleichsgruppdieser Methode 4,3 mit einem
Konfidenzintervall (Cl) 1,09-17,24.

Mit einem Signifikanzniveau von p<0,005 konnten digse Methode an den Tagen 5, 7
— 9 und 11 - 14 signifikant zwischen den alterrativruppen trennende Ergebnisse
ermittelt werden. In der Abbildung 27 erfolgt did3arstellung mit *.
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Abb. 27: Mittelwerte und SEM der HLA-DR ExpressigB/C] im Verlauf fir Uberlebende (n=43) und
Verstorbene (n=17). HLA-DR — Humanes LeukozytergetiDR, AB/C —Antibodybounds per cell

4.2.5 Vergleich der Methoden untereinander

Die Tabelle 9 zeigt, dass allein die Auswertung Métleren Fluoreszenzintensitat in
der Methode nach Nebe fir Tag 1 ein statistischifdkgntes Ergebnis liefert. Somit ist
die aktuell am haufigsten angewandte Methode audjerdge, die durch die

vorliegende Studie als guter Prognosemarker bgstagrden konnte, und als einzige
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am ersten Tag des Intensivaufenthaltes signifikawischen Uberlebenden und

Verstorbenen trennt.

Gesamt Uberlebende Verstorbene p-Wert
HLA-DR [MFI] 279 (21,8) 310 (26,9) 192 (23,1) <0,05
HLA-DR [%)] 77 (2,3) 79 (2,5) 70 (4,9) n.s.
HLA-DR [AB/C] 10136 (509) 10532 (641) 9311 (763) n.s.

Tab. 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der momemyt A-DR Expression an Tag 1 des
Intensivaufenthaltes. Mittelwert (SEM). HLA-DR — hhanes Leukozytenantigen DR, MFI — Mean
fluorescence intensity, AB/C —Antibodybounds pdl, ¢es. — nicht signifikant

Sowohl die Auswertung der monozytaren HLA-DR Expres als prozentualer Antell
positiver Monozyten, als auch in Form der Antikgtpedungen pro Zelle in der
QuantiBRITE" Methode vermodgen die Gruppe der Verstorbenen vom de
Uberlebenden an Tag 1 nicht zu trennen.

Bei dem Vergleich der EffizienzmalRe zur Beurteiludgr allgemeinen Gulte der
untersuchten Testmethoden zeigt sich auch hier dagliche Uberlegenheit der
Methode nach Nebe [MFI] gegeniiber den alternatMethoden. Eine Ubersicht der
GutemalRe ist in Tabelle 10 dargestellt. Aufgrund deennungsunscharfe der
prozentualen Auswertung in der Methode nach Nelseder QuantiBRITE Methode
am ersten Beobachtungstag wurde fir diesen Vergtias Merkmal der prolongierten

HLA-DR Suppression gewabhilt.

Prolongierte (> 48h) HLA-DR Sensitivitat Spezifitat p-Wert
Suppression in der Methode

Nebe [MFI] < 200 0,9 (15/17) 0,5 (22/43) <0,01

Nebe [%)] <75 0,8 (13/17) 0,7 (28/43) <0,05

QuantiBRITE " [AB/C] < 10000 0,9 (15/17) 0,5 (20/43) <0,05

Tab. 10: Sensitivitat und Spezifitdt bezlglich d€iJ-Mortalitat fir das Merkmal der prolongierten
HLA-DR Suppression. HLA-DR — Humanes Leukozytengeti DR, MFI — Mean fluorescence intensity,
AB/C — Antibodybounds per cell

Bei der Korrelation der alternativen Methoden dmrest sich fur alle Methoden eine
mafige bis gute Korrelation auf einem Signifikaneau von p<0,001. Dabei
korrelieren die Methoden nach Nebe [MFI] und nacta@iBRITE™ [AB/C] mit 0,62
am schlechtesten und die Methode nach Nebe [MRIdem prozentualen Auswertung
mit 0,79 am besten (Tab. 11).
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Korrelationskoeffizient p- Wert

nach Spearman

MFI versus AB/C 0,62 <0,001
AB/C versus % 0,76 <0,001
MFI versus % 0,79 <0,001

Tab. 11: Korrelationsparameter der drei untersucBestimmungsmethoden. MFI — Mean fluorescence
intensity, AB/C —Antibody bounds per cell

In den Abbildungen 28, 29 und 30 sind jeweils degfessionsgerade sowie das 95%

Konfidenzintervall fur die einzelnen Methoden gegieander abgebildet.
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Abb. 28: Scattergramm der HLA-DR Expression [MFRduHLA-DR Expression [%]. Die Kurven
stellen die kubische Regressionsgerade sowie d#s Kénfidenzintervall dar. HLA-DR — Humanes
Leukozytenantigen DR, MFI — Mean fluorescence igitgn
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Abb. 29: Scattergramm der HLA-DR Expression [ABA@id HLA-DR Expression [MFI]. Die Kurven
stellen die lineare Regressionsgerade sowie das Rb#fidenzintervall dar. HLA-DR — Humanes
Leukozytenantigen DR, MFI — Mean fluorescence isitgn AB/C —Antibodybounds per cell
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Abb. 30: Scattergramm der HLA-DR Expression [AB/@jd HLA-DR Expression [%]. Die Kurven
stellen die kubische Regressionsgerade sowie d#s KR&nfidenzintervall dar. HLA-DR — Humanes
Leukozytenantigen DR, AB/C —Antibodybounds per cell

4.3  Ergebnisse der klinischen Scores

Der APACHE 1l und der SAPS Il zeigen am Aufnahmetaigen signifikanten
Unterschied zwischen Uberlebenden und Verstorbefiab. 12). Dabei lagen die
Punktwerte der verstorbenen Patienten erwartungs@eiber denen der Uberlebenden.
Das Signifikanzniveau betragt p=0,05.

Uberlebende Verstorbene p-Wert
APACHE II 16 (7-34) 19 (17-35) <0,05
SAPS I 32 (15-64) 43 (16-78) <0,05

Tab. 12: APACHE Il und SAPS Il Score am Aufnahrgetilediane, Spannweiten) fur verstorbene und
Uberlebende Patienten. APACHE — Acute Physiologyd ABhronic Health Evaluation, SAPS -
Simplified Acute Physiology Score

Die Verlaufsscores MODS, SOFA und ELEBUTE zeigenVMerlauf durchgangig bis
auf eine Ausnahme niedrigere Punktwerte fur diep@euder tGberlebenden Patienten
(Abb. 31, 32 und 33). Signifikant zwischen den ralétiven Gruppen trennende

Ergebnisse lassen sich aber nicht ermitteln.
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MOD Score

—&— Uberlebende —— Verstorbene
0 T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tage [d]

Abb. 31: Mediane und SEM der MODS Punktwerte iml¥erfir Uberlebende (n=43) und Verstorbene
(n=17).

SOFA Score

—&— Uberlebende ~ —#— Verstorbene

O T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tage [d]

Abb. 32: Mediane und SEM der SOFA Punktwerte imiagrfiir Uberlebende (n=43) und Verstorbene
(n=17).
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Elebute Score

—&— Uberlebende —#— Verstorbene

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tage [d]

Abb. 33: Mediane und SEM der Elebute Punktwert&/ariauf fiir Uberlebende (n=43) und Verstorbene
(n=17).
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5 Diskussion
51 Kernaussagen

Der vorliegende Methodenvergleich zur durchfluBeytrischen Bestimmung von
HLA-DR auf Monozyten ergibt an Tag 1 des Intensfeathaltes septisch erkrankter
Patienten nur fir die Methode nach Nebe (HLA-DR [MEin signifikant zwischen
Uberlebenden und Versterbenden trennendes Signal.

Mit Hilfe dieser Methode konnte sowohl die primarSuppression der
Oberflachenantigene, als auch eine langer als 48d8h anhaltende Suppression als
Prognosemarker fiir das Outcome des Patienten fideartiwerden.

Sowohl die Auswertung des prozentualen Anteils deonozytaren HLA-DR
Expression als auch die Methode nach Becton Diokirergeben fir das untersuchte
Patientenkollektiv an Tag 1 keine signifikanten éisthiede in der Merkmals-
auspragung. Lediglich aus dem Verlauf tiber den Belotningszeitraum lassen sich bis
auf eine Ausnahme rein deskriptiv stets niedrig&verte fur die Gruppe der
Verstorbenen gegeniiber den Uberlebenden erkennen.

Des Weiteren liefern die beiden pradiktiven SC&BACHE Il und SAPS Il sowie das
Alter der Patienten signifikant zwischen den Paéegruppen trennende Signale. Die
Verlaufsscores MODS und SOFA lassen lUber den Béablmagszeitraum betrachtet
verschiedene Tendenzen erkennen. Zum einen liegeRuhktwerte der verstorbenen
Patienten durchgangig Uber denen der Uberlebermen, anderen lasst sich fur die
Gruppe der Uberlebenden ein deutlicher Punkteabfakrhalb der ersten Tage des
Beobachtungszeitraumes erkennen, wohingegen diektWwente der verstorbenen
Patienten auf anhaltend hohem Niveau verbleiben.

Statistisch signifikante Unterschiede sind jedoicitnzu erkennen.

52 Methodenkritik

Patientenkollektive klinischer Studien im Rahmem b#ensivmedizin zeichnen sich
zum einen durch ihre Heterogenitat zum anderenhdeirte relativ kleine Fallzahl aus.
Wollte man eine groR3ere Patientengruppe untersyahime die Untersuchungsdauer
oft zu stark ansteigen (Dellinger 1997). Daher vdrel Durchfihrung multizentrischer
Studien angestrebt, bei denen in angemessenerautagn grofRe Patientenkollektive

untersucht werden koénnen. Aufgrund unterschiedticigehandlungsstrategien,
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diagnostischen Moglichkeiten sowie personellen Wssatzungen der einzelnen
Zentren, ist allerdings zu erwarten, dass die Higsle  fur verschiedene
Erkrankungsformen unterschiedlich ausfallen wir@ergus 2000).

Monozentrische Studien haben jedoch fir eine silteivBubgruppenanalyse des
heterogenen Patientenkollektivs oft zu geringedP#tnzahlen. Die geringe Variabilitat
der diagnostischen und therapeutischen Konzeptgepen ist dabei ein deutlicher
Vorteil.

Als Einschlusskriterien fur diese Studie wurden erebeinem vorbestimmten
Altersrahmen und dem Nachweis einer Infektion ndeh Kriterien der CDC (Garner,
Jarvis et al. 1988), die klinischen Zeichen eingdSSgewéhlt. Das SIRS, als mdgliches
Frihzeichen einer Sepsis, erfasst einen hohen|Amteilntensivpatienten. Dabel ist es
jedoch wenig spezifisch, da ihm diverse UrsacheGrnde liegen kdnnen (Abb. 1).
Bereits 1997 kritisierte Vincent dieses Konzeptgauwfid seiner Ubersensitivitat, der
fehlenden pathophysiologischen Grundlagen sowieesreigeringen Spezifitdt der
Definitionen. Darliber hinaus blieben die KonseqeenZir die Behandlung der
Patienten unklar und der Nutzen beziglich der $tinén Forschung fragwirdig
(Vincent 1997).

Da es auch Patienten gibt, die trotz einer gediehdnfektion die SIRS Kriterien nicht
erfullen, wurde in Frage gestellt, ob dieses Kohzgpprioram eine hinreichend hohe
Sensitivitat fir die Sepsis besitzt (Brun-Buiss®@, Vincent 1997).

Zur Zeit der Studienplanung und —durchfihrung wareie Definitionen der
ACCP/SCCM Konferenz von 1992 jedoch die einzigem Yerfigung stehenden,
allgemein anerkannten Definitionen fiir den Formeiskdieser Erkrankungen.

Obwohl die SIRS Kriterien zwischenzeitlich im kkehen Alltag eine weite
Verbreitung gefunden haben und als Basis von Elasskriterien in einer Vielzahl von
Studien genutzt wurden, sprechen sich auch neua®fféntlichungen fir eine
kritische Betrachtung und Modifizierung der Defioiten von 1992 aus. Zum einen, um
das bessere pathophysiologische Verstandnis di€gedrome angemessener zu
reflektieren, zum anderen, um die immer noch vadeaen Unklarheiten beztiglich der
Sepsisdefinitionen weiter abzubauen (Marshall 26@@&ze, Ramsay et al. 2004).

Erst im Jahre 2003 fand ein Uberarbeitetes Diagnose Stagingsystem, entworfen von
einer Konsensuskonferenz in den Jahren 2001-2088y(LFink et al. 2003) in der

Literatur Erwéhnung.
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Ziel dieser Konferenz war es Methoden zu idengfien, welche die Genauigkeit und
Reliabilitat der Sepsisdiagnostik erhéhen und emmézise Charakterisierung und
Abstufung von Patienten mit diesen Konditionen wskn. Das PIRO (Pradisposition,
Infektion, Reaktion und Organdysfunktion) Systen@gtr in Anlehnung an das
onkologische TNM System grundlegenden Patientens@eften Rechnung, die
madglicherweise prognosebestimmend sind.

So wird zum einen das Basisrisiko des Patiententtethrund durch sein Potential auf
die Therapie zu antworten erganzt. Obwohl diesesovative Diagnose- und
Stagingsystem noch an seinem Anfang steht und fweadigen klinischen Studien
verifiziert und standardisiert werden muss (Opad3)0 bleibt die Verwendung von
einheitlichen Definitionen bei den Einschlusskigarund somit der Beschreibung von
Studienpopulationen eine Grundvorrausetzung fur\kegleichbarkeit verschiedener
Gruppen. Insbesondere bei der Durchfihrung multigemer Studien ist neben
maoglichst einheitlichen diagnostischen und theréipelnen Konzepten die Verwendung
standardisierbarer Testverfahren zwingend erfaderNicht zuletzt bedarf auch die
Evaluation therapeutischer Interventionen sowie diglangung vergleichbarer
Studienergebnisse verschiedener Forschungsgruppemlasdisierte Arbeits- und
Testverfahren.

Neben einer Vielzahl verschiedener in der Vergahgigrmgenutzter Messmethoden zur
Bestimmung der monozytdren HLA-DR Expression liggit dieser Arbeit ein
Vergleich der bisher einzigen standardisierbarethbtien vor.

Diese Standardisierung der Methoden beruht in reistée auf einer Eichung der
Erfassung der Fluoreszenzintensitat auf den patengenen Zellen. Hierzu werden
Kalibrationsbeads verwendet, die mit einer defieierintensitat Licht emittieren. Durch
die Erstellung einer Eichkurve gelingt es so dieiatalitat, die durch die Varianz der
Laserstarken in verschiedenen Duchflul3zytometetstedt, auszugleichen.

Die Unterschiede der verglichenen Methoden berutreiVesentlichen zum einen in
der Markierung und Erkennung der Monozytenpoputatiam anderen in der Art der
Auswertung der Expressionsdichte des HLA-DR Rezsptozw. des HLA-DR
positiven Anteils der Monozyten.

In der Methode nach Nebe wurde die Monozytenpojuadurch die Markierung mit
Anti-CD 14 beschrieben. Im Jahre 2000 wurden digeBnisse einer Konsensus

Konferenz der European Macrophage Society von 1899 Definition humaner
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blutstandiger Monozyten verdffentlicht (Ziegler-Heock 2000). Danach wird neben
der Verwendung des Oberflachenantigens CD14 insldese die zusatzliche
Anwendung weiterer Oberflachenantigene, wie z.B1€Dder CD64, empfohlen.
CD16 entspricht dem FR-IlIl Rezeptor und gehort zu der Gruppe Rezeptadengdie
Fc Fragmente von Immunglobulinen binden. Diesen sbldégen lagen
Studienergebnisse zugrunde, die zeigten, dass diEhOberflachenantigenstruktur
infolge verschiedener Erkrankungen andert (Willialsthington et al. 1998; Ziegler-
Heitbrock 1996). Gesunde Probanden wiesen in dgelR@r allem CD14 positive und
CD16 negative Monozyten (CD14+/CD16-) auf. In Foegezundlicher Erkrankungen
nahm die Expression von CD14 jedoch ab und einétziishe Expression von CD16
(CD14dim/CD16+) wurde beobachtet.

Belge et al. veroffentlichten 2002 eine Studie, der gezeigt wurde, dass diese
Veranderung der Oberflachenantigene sowohl eineantarung der HLA-DR
Expression als auch eine funktionelle Alterati@n Monozyten zur Folge hat (Belge,
Dayyani et al. 2002). In der CD14+/CD16+ Monozytmopation konnte eine
gesteigerte  TNF Produktion nachgewiesen werden imneS eines erhdhten
proinflammatorischen Potentials.

Die QuantiBRITE™ Methode nutzt zur Markierung déonozyten einen Antikorper
der sowohl CD14 als auch CD64 bindet. Dabei erdbpiCD64 dem RdQR-I Rezeptor
und stellt einen IgG Rezeptor der mononukledrenedeatiar. Bereits 1995 beschrieb
Roitt, dass CD64 vorwiegend auf Monozyten expritvard (Roitt 1995). Durch die
Kombination dieser Domé&nen wird den Empfehlungen Kiensensuskonferenz von
2000 Rechnung getragen. Eine Verotffentlichung voagé-Griebenow et al von 2001
Zeigt aber, dass auch die Expression von CD64 gefdiestimmter Erkrankungen
verandert wird, die funktionelle Alterationen zul§e haben (Grage-Griebenow, Flad
et al. 2001).

Monneret weist 2002 in einer Studie nach, dass\Wievendung unterschiedlicher
MelRmethoden zu differenten Ergebnissen beziglichHleA-DR Expression fuhrt
(Monneret, EImenkouri et al. 2002). Dies sind Zeittdafir, dass bisher noch keine
stabilen Oberflachenmarker zur Eingrenzung der Mgtempopulation gefunden sind
und die Markierung der Monozytenpopulation weitédgtimierung bedarf. Dabei gilt
es zu beachten, das durch den Verlust von CD14/C&tflachenantigenen aufgrund
infektioser Erkrankungen, die Eingrenzung der Matezpopulation nicht nur

erschwert, sondern auch verandert wird. Zum andemehdurch diese Veranderungen
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der erfassten Zellpopulation auch eine funktionedranderte Population erfasst. Diese
Aussage wird durch eine Markierung mit zusatzlicheriektionsunabhangigen
Oberflachenmarkern in der Messung beeinflusst. dssbdere im Hinblick auf die

HLA-DR Expression kdnnte dies zu deutlich abweiacenErgebnissen fiuhren.

Als Endpunkt wurde die ICU Mortalitdt gewahlt, dasdprimare Interesse auf die
Prognoseleistung der Parameter beziglich des (isede kritischer
Krankheitssituationen gerichtet war.

Die Erfassung der 28-Tage Mortalitat, die nach rekenferenz des National Institut of
Health (NIH) und des American College of Chest Rtigas (ACCP) unter der Leitung
von Dellinger bereits 1997 als relevanter Parametierangemessener Periodendauer
klassifiziert wurde, brachte  nach statistischer svxertung keine zusatzlichen
Ergebnisse (Dellinger 1997). Gleiches gilt fur Hi@ankenhaussterblichkeit.

Beide Endpunkte unterschieden sich von der ICU dditéit um 4% (2 Verstorbene).

5.3  Diskussion der Ergebnisse im Einzelnen

In Bezug auf die Patientenauswahl lasst sich fitst dass die Zusammensetzung
hinsichtlich des Alters, der Grunderkrankungen uddr Erkrankungsschwere
reprasentativ fur das Kollektiv einer operativetefrsivstation eines Krankenhauses der
Maximalversorgung ist. Die beobachtete Mortalitdtspricht mit 28% ICU Mortalitat
(bzw. 32% Krankenhausmortalitdt und 28 Tage Md&gli der zu erwartenden
Mortalitdt in einem Patientenkollektiv mit der viegenden Erkrankungsschwere
(Alberti, Brun-Buisson et al. 2002; Wichmann, Intheet al. 2000). Ebenso stellt der
geringere Anteil weiblicher Patienten ein bekanieskmal dar.

Ein hoheres Lebensalter bei Intensivpatienten ashrHughes et al. nach wie vor ein
Risikofaktor fir eine erhdhte Mortalitat (HughesaéKirdy et al. 2001). Daher ist auch
dieses Resultat flir das beschriebene Patientektalteécht ungewdhnlich.

Die Inzidenz der aufgetretenen Infektionen spiegalt einem hohen Anteil an
Peritonitiden (40%) deutlich das Patientenkollektles abdominalchirurgischen
Operationschwerpunktes der angeschlossenen Algeider. 2002 publizierte Alberti
eine multizentrische Kohortenstudie, die Infektdet®n von 28 vornehmlich
europaischen Intensivstationen auswertet und vieldlare Ergebnisse liefert (Alberti,

Brun-Buisson et al. 2002). In dieser Studie findgch unter den im Krankenhaus

54



Diskussion

erworbenen Infektionen 37% Pneumonien, 14% Petittam, und 8%
Harnwegsinfektionen. In dem von uns untersuchtetieftankollektiv lagen 27%
Pneumonien und 5% Harnwegsinfektionen vor. Darasstl| sich eine durchaus

reprasentative Infektionsverteilung fir diese Stuableiten.

Seit Mitte der 80er Jahre des letzten Jahrhundeetise die Arbeitsgruppe um Volk und
Docke eine Reihe von Studien vor, welche die motioeyHLA-DR Expression in vitro
und in vivo untersuchten. Es wurden pathophysisidge Grundlagen erarbeitet und
mit beobachteten klinischen Verdnderungen in Zusaninang gebracht.

In einer 1985 veroffentlichten Arbeit wird erstntpliie Verminderung der HLA-DR
Expression auf Monozyten beschrieben (Volk, Wasckkeal. 1985). Den damit
einhergehenden Funktionsverlust der Monozyten ittovkonnte Volk in einer
Veroffentlichung 1991 zeigen (Volk, Thieme et af91). In der Folge wurde von
einigen anderen Arbeitgruppen nachgewiesen, dasg ekerringerte HLA-DR
Expression auf Monozyten mit einem Anstieg des kind@srisikos und anderer
Komplikationen bei Patienten nach grof3en chirurggscOperationen (Ditschkowski,
Kreuzfelder et al. 1999), nach schweren Verbrenaan@achse, Prigge et al. 1999)
oder nach kardiopulmonalen Bypassoperationen (8teghr, Blume et al. 2003)
verbunden ist. Gleiches konnte bei Patienten mikRtitis (Richter, Nebe et al. 1999)
und nach Transplantationen (Haveman, van den Bealy £999; Hoffman, Weinberg et
al. 2004; Kunz, Pross et al. 1998) nachgewiesedever

Durch Stimulation mit Interferon oder Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating
Factor (GM-CSF) gelang die Erhohung der HLA-DR Eegsion und damit die
Wiederherstellung der Monozytenfunktion. Das sicdrads ergebende Novum ein
Immunmonitoring mit einer Immuntherapie zu verbindeurde in einer Fallstudie
1997 von Do6cke umgesetzt (Docke, Randow et al. 19Bdr neun Patienten mit
verminderter HLA-DR Expression auf Monozyten konnteh Gabe von Interferon
ein Anstieg des Oberflachenmarkers und eine Veepesg der Funktionsfahigkeit
nachgewiesen werden. 2003 wurde ein gleichsiniiiffekt durch Stimulation mit GM-
CSF in einer Pilotstudie nachgewiesen (Nierhausntiip et al. 2003). In einer ersten
doppelblinden plazebokontrollierten klinischen $ukionnte in der Folge ein deutlich
positiver Effekt auf das Outcome septisch erkranRitienten mit supprimierter HLA-
DR Expression durch den Einsatz von GM-CSF gezeegtien (Montag, Zapfe et al.
2004).
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Im Hinblick auf die therapeutischen Mdglichkeitemlie der Einsatz solcher
immunmodulierenden Substanzen bietet, scheint dialuierung erster Kklinischer
Studienergebnisse in gré3eren multizentrischeni&tudringend geboten. Vor diesem
Hintergrund wird deutlich, wie unverzichtbar die wendung biologischer
Testverfahren ist, die in der Lage sind schnellezidssig und standardisiert eine

Aussage uber den Funktionszustand des Immunsygiefrefern.

Aus den Daten der vorliegenden Studie ergaben Bgtiiglich des untersuchten
Kontrollkollektivs gesunder Probanden Ergebnisdse, aberhalb der von Nebe und
Docke ermittelten Normgrenzen fir die beiden Medrodiegen (Décke 2001; Nebe
1998). Nebe schlug 1998 fur die HLA-DR Messung [Mkr, Werte Gber 250 MFI als
normal anzusehen, Werte zwischen 150 und 250 @smediar und Werte unter 50
MFI als Korrelat einer schlechten Prognose zu deute

Docke publizierte 2001 nach vorlaufigen Ergebnissieein AB/C Wert von mehr als
10000 als normal anzusehen, wéhrend Werte unted BBIC flr eine ausgepragte
Monozytendeaktivierung sprachen (Ddcke 2001). ImeriFolgestudie wurden diese
Referenzwerte 2005 an neuere Ergebnisse angegasath spricht ein Wert vanoRer
als 15000 AB/C fur Immunkompetenz, Werte zwischen 1000d 15000 AB/C fir eine
moderate Immunsuppression und Werte unter 5000 AfBfCeine Immunparalyse
(Docke, Hoflich et al. 2005).

Mit 1155 MFI (SD 403 MFI) und 29319 AB/C (SD 8422BKC) liegt die gesunde
Kontrollgruppe deutlich Gber diesen Werten.

Die Vergleiche zwischen der Kontroll- und der Sardjruppe ergeben fir alle drei
Methoden im t-Test signifikant unterschiedliche érgisse (Abb. 19, 20, 21) auf einem
Signifikanzniveau von p<0,001. Auch spéatere Studtimmnten dies insbesondere fur die
Methode nach QuantiBRITE™ reproduzieren (SedlackBwvacha et al. 2005).

Die Untersuchungsergebnisse der monozytaren HLAEXRression in der Methode
nach Nebe [MFI] ergeben fir die Tage 1, 4, 5, 7ub# 14 ein signifikant zwischen
Uberlebenden und versterbenden Patienten trenn&ngleeal.

Ahnlich gelagerte monozentrische Studien ergabendén Vergangenheit bereits
Assoziationen von geringer monozytarer HLA-DR Eegwsionsdichte [MFI] mit einer

schlechten Prognose (Hershman, Cheadle et al. 188)einem hohen Risiko oder
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dem Vorhandensein von Infektionen (Gotzinger, Saxugn al. 2000; Hensler, Hecker et
al. 1997; Wakefield, Carey et al. 1993).

Aufgrund der Beobachtung einer dauerhaft unterhalier Grenze von 200 MFI
liegenden Verlaufskurve der monozytaren HLA-DR Eegsion fir die Gruppe der
verstorbenen Patienten konnte ein Cut-off Wert 2600 MFI angenommen werden.
Dieser Grenzwert zeigt mit einer Spezifitat und s@ntat von 0,6 aber nur eine
mafige Pradiktion fur die Mortalitat.

Fur Patienten, die bereits am ersten Beobachtungstae geringere HLA-DR
Expression aufwiesen, ergab sich ein doppelt sedhidortalitatsrisiko (10 von 26) wie
fur die Vergleichsgruppe (7 von 34). Lag die HLA-ERpression Uber einen Zeitraum
von mehr als 48 Stunden unterhalb dieses Wertgabesich fir die Patienten sogar ein
vierfach erhohtes Risiko zu versterben (42% ve88ays Mit einer Sensitivitat von 90%
und einer Spezifitat von 50% auf einem Signifikameau von p<0,01 verspricht dieser
Parameter ein besserer Pradiktor zu sein. Bemitsiheren Untersuchungen konnte
Volk et al. eine 82 prozentige Mortalitatsrate naelsen, wenn das monozytare HLA-
DR Uber einen Zeitraum von 5 Tagen supprimiert (Maik, Reinke et al. 1996). Fur
die vorliegende Studie scheint die prolongierte @egsion eine starkere Aussagekraft
als die primar erniedrigte HLA-DR Expression auf ddayten zu haben. Im Hinblick
auf die pathophysiologischen Konsequenzen einbaltend verringerten HLA-DR
Expression und dem damit einhergehenden Funktiolstes der Monozyten zur
Antigenprasentation (Monneret, Lepape et al. 2006jk, Docke et al. 1999) stellt
dieser Zusammenhang ein plausibles Ergebnis dart ®&r Dauer einer
Immunsuppression steigt das Risiko an Infektionen ezkranken, die zusatzliche
Komplikationen darstellen und den Krankheitsverlageritscheidend beeinflussen

kdnnen.

Im Gegensatz zu verschiedenen Studien (HershmasgdBhet al. 1990; Volk, Reinke
et al. 1996; Volk, Thieme et al. 1991) aus der deggenheit konnte durch die
vorliegende Untersuchung fir die Auswertung der ozgtiren HLA-DR Expression in
Prozent fir Tag 1 des Intensivaufenthaltes keindigti&es Prognosepotential
nachgewiesen werden. Auch in der Vergangenheitegidyntersuchungen, in denen es
nicht gelang einen Zusammenhang zwischen erniedrigionozytarer HLA-DR
Expression und der Mortalitat herzustellen, zurnsgiel in einer Arbeit von Fumeaux

und Pugin aus dem Jahr 2002 (Fumeaux und Pugin 2002e einer Vero6ffentlichung
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von Perry (Perry, Mostafa et al. 2003), die keisgmifikanten Unterschied beziiglich
der Mortalitdt zwischen den Patienten mit niedrig/A-DR Expression £ 30%) und
einer normalen OberflachenantigenexpressiorQ@o) findet.

Ob dies ausschlieR3lich auf Auswirkungen untersdiuieer Studienprotokolle beztglich
der untersuchten Patientenkollektive (chirurgisictheynistisch/gemischt) oder auf
unterschiedliche Therapieregime in den verschiededentren zurickzufihren ist,
bleibt unklar.

In seiner Veroffentlichung von 2006 diskutiert Memet, dass die uneinheitliche
Studienlage mdglicherweise in den pathophysioldgiacAblaufen begrindet liegt. In
seiner Untersuchung an 86 Patienten mit septis®amck konnte erst im Verlauf (an
Tag 3-4) eine signifikant unterschiedliche HLA-DREession nachgewiesen werden.
Bei seinem Vergleich der Ergebnisvarianten % und kéigte sich die Auswertung als
prozentualer Anteil HLA-DR positiver Monozyten délternative gegeniber Gberlegen
(Monneret, Lepape et al. 2006).

Denkbar sind aber auch praanalytische bzw. metbbdi Ursachen, die zu
widersprtchlichen Ergebnissen in der aktuellen i8hidge fuhren.

Lediglich aus der Beurteilung des gesamten Beobagstzeitraumes errechnen sich fur
die Tage 4, 5, 7, 8, 11 und 12 signifikant zwisclutam beiden Patientengruppen
trennende Ergebnisse. Vor dem Hintergrund der ¥busity eines phasischen Verlaufes
bei dem zugrunde liegenden Krankheitsbild der Sepsid dem zugehérigen
Kontinuum aus Folgeerkrankungen lasst sich diessammenhang verstehen. In der
Initialphase einer Sepsis geht man von einer systdran hyperinflammatorischen
Antwort des Immunsystems aus, die mit einer normalier ansteigenden monozytaren
HLA-DR Expression assoziiert ist. In einer gegentatprischen spateren Phase der
Abwehrreaktion kommt es zu einer Suppression deinflsammatorischen Mediatoren
und Produktion von antiinflammatorischen MediatoreBaraus resultiert die
Herabregulation der HLA-DR Expression auf den Mgnez und deren Deaktivierung

und Dysfunktion (Haveman, van den Berg et al. 1999)

Auch die statistische Auswertung der Untersuchumggdmisse der HLA-DR
Expression nach der QuantiBRITE™ Methode zeigtdiégsse Untersuchung, dass der
Marker flr den ersten Intensivaufenthaltstag kgiregnostische Aussagekraft fur das

Outcome aufweist.
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In einer Studie an 85 elektiven kardiochirurgisciRatienten, die ebenfalls diese neue,
gut standardisierte Methode benutzte, wurden vonzefski erste Kklinische
Untersuchungen veréffentlicht (Oczenski, Krenn ét 2003). Fir dieses eher
homogene, gut charakterisierte Patientenkollektiwnrite postoperativ  kein
Zusammenhang zwischen der monozytaren HLA-DR Espreund dem Risiko eines
postoperativen SIRS, einer Sepsis oder infektidsemplikationen nachgewiesen
werden.

Fast zeitgleich publiziert Strohnmeyer in Zusammbe#rmit der Arbeitsgruppe um
Volk und Doécke ebenfalls eine Studie an einer R&iggruppe (n=56) nach
kardiopulmonaler Bypassoperation, die den Zusamaraptzwischen der HLA-DR
Expression auf Monozyten und dem Infektionsrisikbeusucht (Strohmeyer, Blume et
al. 2003). Hier konnte ein signifikanter Unterschien der Expression des
Oberflachenmarkers fur die drei definierten Gruppéatienten ohne Infektion,
Patienten mit Verdacht auf Infektionen und Patientait gesicherter Infektion,
gefunden werden.

Untersuchungen mit der Fragestellung nach der kiéieh Aussagekraft bezuglich der
Mortalitdt in einem heterogenen Patientenkollektidas septisch erkrankt ist, fehlen
bisher.

Auch fur diese Methode ergeben sich fir die Betraup der HLA-DR Expression Uber
den Beobachtungszeitraum im spateren Verlauf sikgmife Unterschiede zwischen den

beiden Alternativgruppen.

Die Auswertung der erhobenen klinischen Scoresystesigte fur die beiden Outcome
Scores APACHE Il und SAPS Il die erwartete deudlicirennung zwischen
Uberlebenden und Verstorbenen. Aus der Hohe deeMigrte des Gesamtkollektives
ergab sich zudem eine Ubereinstimmung zwischemadsichlichen und der erwarteten
Mortalitat.

Die Verlaufscores MODS und SOFA sind entwickelt demw um die
Erkrankungsschwere verschiedener Patientenkolkekwergleichbar zu machen und
Therapieerfolge objektivieren zu kdnnen (JacobsgiKa et al. 1999; Metnitz, Valentin
et al. 1999).

So zeigt in dieser Studie der SOFA-Score im Verisd#r den Beobachtungszeitraum

fur die Gruppe der Uberlebenden in den ersten &l aine Absenkung von 8 auf 3
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Punkte. In der Gruppe der Verstorbenen schwankeRdnktwerte zwischen 9 und 7,5.
Erst nach dem 11. Aufenthaltstag ist ein kontirligleer Punktabfall zu beobachten.
Dies unterstreicht die Leistung dieser Scores bar dcEinschatzung der
Erkrankungsschwere sowie des Therapieerfolges dbeerBehandlungszeitraum, fir
eine Individualprognose sind sie jedoch wie allerBsysteme ungeeignet.

Die Aussagekraft bezuglich der Mortalitat konnte kimftig durch eine
Weiterentwicklung des PIRO Konzeptes verbessertdevdiMoreno, Metnitz et al.
2008), indem durch die Nutzung eines spezifischiemBrkers die Antwort (Response)
des Organismus auf die Infektion und Behandlungdiesrfasst werden kann und so
mehr Gewichtung im vorgeschlagenen Score auf dandiage des PIRO Konzeptes

erhielte.

In verschiedenen Studien zur Bedeutung der monazyt&lLA-DR Expression als
Prognosefaktor bei septisch erkrankten Intensieptgn wurden nur selten heterogene
Patientenkollektive mit dem Endpunkt Mortalitat ensicht.

Zudem fehlt bislang ein Vergleich der derzeit dakernativ benutzten Methoden bzw.
Auswerteverfahren zur pradiktiven Aussagekraft lgézki des Outcome bei SIRS und
Sepsis.

Aufgrund der vorliegenden Arbeit kann hinsichtlider prognostischen Aussagekraft
kein Vorteil der QuantiBRITE Methode gegeniiber den Alternativen aufgezeigt
werden. So zeigt sich die auch aktuell am haufigserwendete Methode nach Nebe
als die Methode mit der grof3ten prognostischen Beahg. Schwachpunkte bleiben die
fehlende Moglichkeit einer Kalibrierung und die danfehlende gerate- und
untersucherunabhangigen Referenzwerte.

Durch verbesserte intensivmedizinische Behandlugrgghren und Therapieoptionen
sind septische Komplikationen in der Frihphase twstiebar geworden. Allerdings
bleibt die Mortalitdt von SIRS und Sepsis seit @ahauf einem unverdndert hohen
Niveau, was nicht zuletzt auf im Verlauf, wahreneér dPhase der relativen
Immuninkompetenz, erworbene nosokomiale Infektidirs@kungen zurtickzufihren
Ist.

Durch neue immunmodulatorische Therapieansatze &isls die Reaktionslage des
Immunsystems beeinflussen. Dies setzt aber zwinggne valide immunologische

Charakterisierung des individuellen Patienten verau
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Um die beste Methode zur Einschatzung der Reaktigasdes Immunsystems zu
identifizieren bedarf es weiterer differenziertetandardisierter und multizentrischer
Studien.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Morbiditat und Mortalitat von Intensivpatienten wen zu einem wesentlichen Teil von
Folgezustanden des systemisch inflammatorischenkti®easyndroms und von
Infektionen verursacht.

Trotz immenser Fortschritte auf dem Gebiet der nisitamedizinischen
Behandlungsmaoglichkeiten zeigten sich bisher dieistee Therapieansatze zur
Beeinflussung des Immunsystems als ineffektiv.

Um eine mdglichst genaue Einschétzung der Reak#igasdes Immunsystems zu
erhalten, etablierte sich die Bestimmung der motéioen HLA-DR Expression.

Mit der QuantiBRITE™ Methode wurde zudem erstmalige standardisierbare und zu
kalibrierende Methode auf den Markt gebracht, diegabhéngig von Untersucher und
eingesetztem Gerét, eine Durchfihrung von multriseiten Studien ermdglichen soll.
Die vorliegende Arbeit vergleicht erstmalig versdene Methoden der HLA-DR
Expressionsbestimmung auf Monozyten.

Hervorstechendes Charakteristikum dieser Arbeit d& Untersuchung an einem
heterogenen Patientenkollektiv mit SIRS und Sepsiser Intensivstation mit
abdominalchirurgischem Schwerpunkt.

Bezlglich der zentralen Fragestellung zeigt sich Bliethode nach Nebe in ihrer
Fahigkeit zur Pradiktion der Mortalitat in einenpssch erkranktem Patientenkollektiv
gegenuber der Alternativmethode deutlich Uberledg@iden Methoden gelingt eine
zuverlassige Erfassung einer gegenuber dem Gesuwdeinderte Aktivitatslage
(Verringerung der monozytaren HLA-DR Expressiorg tamunsystems.

Weitere Untersuchungen an homogenen Patientengrugosvie multizentrische

Studien sind erforderlich um die neu erdffneten Mibdkeiten zu nutzen.
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