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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Sepsis / Systemische Entziindungsreaktion

Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock und SIRS (Systemic Inflammatory
Response Syndrom): Gefurchtete Erkrankungen aus dem Bereich der
Intensivmedizin, die aufgrund ihrer Komplexitat bereits viele Jahre
Forschungsarbeit mit zahlreichen neuen Erkenntnissen implizieren, aber auch
noch viele Unbekannte bergen. Trotz aller Fortschritte in den letzten Jahren stellen
sie, alleine durch ihre weitgehend unveréanderten Mortalitats- und Letalitatsraten,
immer noch eine Herausforderung fur die Medizin dar und gewinnen dadurch auch
eine aulRerordentlich facherubergreifende Bedeutung. Dartber hinaus haben sie
einen erheblichen gesundheitsbkonomischen Stellenwert, da sie zu den
kostentrachtigsten Komplikationen auf modernen Intensivstationen zahlen.

Diese Tatsachen machen die Notwendigkeit eines inflammatorischen Monitorings
deutlich, welches das rechtzeitige Erkennen und die Verlaufskontrolle gefahrdeter
Patienten ermdglicht. Ein sepsisspezifischer Marker existiert zurzeit noch nicht,
wobei einige aktuell in der intensiven Erforschung sind. In dieser Hinsicht viel
versprechend ist der Nukleére Faktor kappa B (NF-kB), welcher eine grof3e Rolle

in entsprechenden pathophysiologischen Vorgéangen zu spielen scheint.

Auf diesem Faktor soll in der vorliegenden Studie das Hauptaugenmerk liegen.
Insbesondere soll seine perioperative Aktivierung untersucht werden, da es durch
Prozesse wie Ischamie / Reperfusion, Endotoxinamie, Bekteriamie und
ausgepragten Blutverlust, wie sie im Verlauf grof3er chirurgischer Eingriffe
auftreten kbnnen, zu systemischen Entziindungsraktionen und Aktivierung von
NF-kB kommt (Reilly & Bulkley 1993; Flohe et al. 1997; Chang et al. 2001; Kato et
al. 2002). Das schwere chirurgische Trauma dient hier als Modell der systemisch
ablaufenden pathophysiologischen Vorgédnge, wie sie zum Beispiel beim SIRS
nicht-infektioser Genese auftreten.

1.1.1 Definition von SIRS / Sepsis
Sepsis wird heute als komplexe systemische inflammatorische Wirtsreaktion auf
eine initiale Infektion angesehen (Hotchkiss & Karl 2003).
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Es existieren derzeit keine Parameter, die allein zur Diagnose von SIRS / Sepsis
fuhren. Genauer gesagt werden SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer
Schock als ein Krankheitskontinuum angesehen, das Uber eine Kombination aus
Vitalparametern, Laborwerten, hamodynamischen Daten und Organfunktionen
definiert wird.

Der Grundstein fur die aktuelle Definition wurde 1992 durch die Konsensus-
Konferenz des American College of Chest Physicians und der Society of Critical
Care Medicine (ACCP / SCCM 1992) gelegt. 2001 wurden sie durch die
Internationale Sepsis Definition Conference lediglich um einige Symptome und
klinische Zeichen erweitert, wobei die Grunddefinition jedoch beibehalten wurde
(SCCM 2001).

1.1.2 Epidemiologie

Nach neuesten Erhebungen des vom Bundesministerium fir Bildung und
Forschung geforderten Kompetenznetzwerks Sepsis (SepNet) belauft sich die
Inzidenz fiur eine schwere Sepsis bzw. einen septischen Schock auf 75.000
Einwohner und fir eine Sepsis auf 79.000. Dabei liegt die Pravalenz fir Sepsis auf
Intensivstationen bei 12% und fur schwere Sepsis und septischen Schock bei 11%
(Engel et al. 2007).

Sepsis ist die haufigste Todesursache auf nichtkardiologischen Intensivstationen
(Parriol et al. 1990). Dartiber hinaus stellen septische Erkrankungen mit ca.
60.000 Todesféllen pro Jahr die dritthdufigste Todesursache nach koronaren
Herzerkrankungen (KHK) und dem akuten Myokardinfarkt dar. Die direkt anteiligen
Kosten, die alleine fur die intensivmedizinische Behandlung von Patienten mit
schwerer Sepsis in Deutschland anfallen, liegen bei ca. 1,77 Milliarden Euro.
Damit werden etwa 30% des Budgets fur Intensivmedizin in die Behandlung der
Sepsis investiert. Die indirekten Kosten werden auf zusatzliche zwei bis vier
Milliarden Euro geschétzt (Moerer & Burchardi 2004; Daniels 2007).

Dartiber hinaus muss man vor dem Hintergrund der steigenden Zahl invasiver
Maflinahmen in der Intensivmedizin sowie der demografischen Veranderung einer
alternden Gesellschaft mit einer weiteren Inzidenzzunahme septischer
Erkrankungen rechnen. Diese Daten unterstreichen deutlich die enorme

volkswirtschaftliche Bedeutung des Krankheitsbildes.
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1.1.3 Pathophysiologie der Sepsis

In der Genese der Sepsis spielt das Zusammenwirken von Infektion und
Immunantwort eine entscheidende Rolle. Dabei ist es unerheblich, ob diese
Infektion bakterieller, viraler, fungaler oder parasitarer Natur ist. Alle Erreger sind
prinzipiell in der Lage eine Sepsis zu triggern. Letztlich kommt es zu einer
Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Vor allem mononukleare Zellen
spielen hierbei eine Schlisselrolle, da sie die wichtigsten proinflammatorischen
Zytokine wie Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), IL-6 und IL-1 ausschitten. Diese
primare Immunantwort wird durch die Freisetzung einer Vielzahl von sekundéren
Entzindungsmediatoren weiter verstarkt.

Initial lag der Schluss nahe, eine UberschieRende Immunantwort fur die klinische
Symptomatik der Sepsis verantwortlich zu machen, da einige Studien eine
Uberproduktion von proinflammatorischen Immunmediatoren nachweisen konnten
(Rogy et al. 1994). Durch den mangelnden Erfolg etlicher antiinflammatorischer
Therapieansatze in Kklinischen Studien, wird deren alleinige Rolle in der
Pathogenese der Sepsis heute jedoch bezweifelt (Bone et al. 1987; Angus et al.
2000; Reinhart et al. 2001).

Aktuell geht man vielmehr davon aus, dass es in der Pathogenese zu einer
komplexen Interaktion zwischen pro- und auch antinflammatorischen
Entzindungsvorgdngen kommt. Durch die Bildung antiinflammatorischer
Substanzen wie z.B. lésliche TNF Rezeptoren, IL-1 Rezeptorantagonisten und
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4 und IL-10 kommt es neben der
Hyperinflammation  nachweislich auch zu einer = kompensatorischen
antiinflammatorischen Reaktion (Cohen 2002; Hotchkiss et al. 2003).

Ein weiterer Gesichtspunkt der Herrunterregulierung des Immunsystems wahrend
einer Sepsis ist die Entstehung einer vermehrten Lymphozytenapoptose (Cohen
2002). Lymphopenie bei Sepsispatienten ist bekannt, und durch Autopsieanalysen
bewiesen (Hotchkiss et al.1999).

Alles in allem ist die Pathogenese der Sepsis aufgrund ihrer Komplexitat noch
nicht in ihrer Gesamtheit verstanden. Klar ist, dass neben einer massiven
Immunsystemaktivierung auch eine Immundepression eine Rolle spielen muss.
Deren genauer zeitlicher Zusammenhang und die exakten Kklinischen
Auswirkungen sind aber noch nicht ganzlich erfasst und lassen noch Raum fur

Forschung, wobei natirlich auch genetische Pradispositionen nicht aul3er Acht
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gelassen werden dirfen. Auch hier gibt es Erkenntnisse im Rahmen von Studien,
die  belegen, dass unterschiedliche Mutationen in  Genen von
Entziindungskaskaden dazu fuhren kdnnen, dass der Korper unterschiedlich auf
ein septisches Ereignis reagiert (Lorenz et al. 2000; Stuber 2001). Das Ziel der
aktuellen Forschung bleibt somit nach wie vor, die komplexen Interaktionen der
pathophysiologischen Vorgdnge bei der Sepsis aufzudecken und neue

Therapieansatze zu entwerfen.

1.2 Transkriptionsfaktor Nukleéarer Faktor kappa B (NF-kB)

1.2.1 Physiologische Funktionen und allgemeiner Stellenwert

Nachdem NF-kB 1986 erstmals als B-Lymphozyten-spezifischer
Transkriptionsfaktor fir Gene der k-Leichtketten beschrieben wurde (Sen &
Baltimore 1986), ist heute bekannt, dass NF-kB ubiquitar exprimiert wird und in
fast allen Zellen in inaktivem, induzierbarem Zustand im Zytoplasma vorliegt.

Die Zahl der durch NF-kB beeinflussten Zielgene belauft sich nach aktuellem
Wissensstand auf etwa 180 (Gilmore 2006). Dabei stellen einen Grol3teil davon
stref3-induzierbare Gene dar. Aber auch eine Vielzahl von Zytokinen, Chemokinen,
Adhasionsmolekilen, Akute Phase Proteinen und Wachstumsfaktoren, werden
durch NF-kB mit reguliert (Pahl 1999; Blackwell et al. 2000). Darliber hinaus hat
der Signalweg auch Einfluss auf die Expression von Proteinen der
Zellzykluskontrolle, der Zelldifferenzierung und Apoptose (Berg & Baltimore 1996;
Van Antwerp et al. 1996; Pahl 1999), was seine bedeutende Rolle bei
inflammatorischen Vorgéngen verdeutlicht.

Medizinisch gesehen hat NF-kB eine zweischneidige Wirkung. Neben der
Beteiligung an protektiven Immunreaktionen werden auch tberschie3ende und
eigentlich unerwiinschte Entzindungsvorgdnge in die NF-kB involviert ist,
beobachtet, wie bei chronisch-entztindlichen Darmerkrankungen oder auch im
Bereich septischer Erkrankungen und Multiorganversagen (Visekruna et al. 2006;
Liu & Malik 2006). Auch mit malignen Tumoren wird NF-kB haufig in
Zusammenhang gebracht, da hier seine proliferationsférdernden und anti-
apoptotischen Wirkungen eine Rolle spielen (Zhou et al. 2007). Somit bietet dieser
Transkriptionsfaktor in ganz besonderer und vielfaltiger Weise Ansatzpunkte flr

Forschung in der Medizin.
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1.2.2 Biochemische Struktur

Die Struktur betreffend handelt es sich bei NF-kB um ein Homo- oder Heterodimer,
bestehend aus funf Proteinen der Rel-Familie, wobei alle Kombinationen dieser
Proteine existieren. Bei Sdugern werden funf dieser Rel Proteine exprimiert: RelA,
c-Rel, RelB, p50 (NF-kB1) und p52 (NF-kB2). Das P50-RelA Heterodimer ist das
Haupt NF-kB Dimer in vielen Zellen (Ghosh et al. 1998), wobei sich Heterodimere
bevorzugt zwischen p50 oder p52 und einem der drei anderen Rel-Proteine
ausbilden. Diese verfugen im Gegensatz zu ersteren Uber c-terminale
Transaktivierungsdomanen. Da Homodimeren aus p50 und p52 eine solche
Doméane fehlt, haben sie eine repressorische Wirkung auf die Transkription
(Grundstrom et al. 2004).

Alle Proteine der NF-kB Familie haben als Gemeinsamkeit eine hochkonservierte
n-terminale DNA-Bindungsdoméne, die so genannte Rel-Homologiedoméne
(RHD), die etwa 300 Aminosauren umfasst. Durch diese bilden sie Homo- und
Heterodimere, die an eine Vielzahl von Ziel-DNA-Sequenzen, die so genannten
kB Sites, binden (Siebenlist et al. 1994; Gilmore 2006). Dariber hinaus sorgt die
RHD fur die nukledre Translokation und die Bindung an inhibitorische Proteine
(IkBs). In den meisten Zellen liegen die NF-kB Komplexe, wie oben bereits
erwahnt, inaktiv und vorwiegend im Zytoplasma, gebunden an ein inhibitorisches
IkB Protein vor (Beg & Baldwin 1993; Ghosh & Karin 2002). Die IkBs gehdren
auch zu einer Genfamilie die aus sieben bekannten Mitgliedern besteht: 1kB-a,
IkB-B, IkB-¢, IkB-y, BCL-3 und die REL-Vorlaufer-Proteine p100 und p105 (Ghosh
& Karin 2002).

1.2.3 Signaltransduktionskaskaden

NF-kB wird durch zellulare Stresssituationen, wie sie durch inflammatorische
Zytokine wie TNF-a und IL-1, bakterielle Abbauprodukte wie z.B. LPS,
Hamorrhagie oder oxidativen Stress verursacht werden, induziert (Abraham 1996
+ 2000). Die neuere Forschung hat ergeben, dass fir NF-kB zwei strukturell und
physiologisch unterschiedliche Signaltransduktionswege existieren: Der klassische
und der alternative (Dixit & Mak 2002; Ghosh & Karin 2002; Pomeratz & Baltimore
2002; Gilmore 2006).

Die Gemeinsamkeit dieser Wege ist die Aktivierung des Schliisselenzyms Inhibitor
kB Kinase (IKK). Diese Serinkinase ist ein groRer Komplex, der aus drei

5



Einleitung

Untereinheiten besteht: IKK-a (IKK1), IKK-B (IKK2) und IKK-y, auch Nf-kB
essential Modulator (NEMO) genannt. IKK-a und IKK-B sind die katalytischen
Untereinheiten, wahrend IKK-y/NEMO die regulatorische Untereinheit darstellt.
(Ghosh & Karin 2002).

Die schon langer bekannte klassische Signalkaskade fihrt nach oben
beschriebener Aktivierung zu einer Phosphorylierung von IkB durch IKK mit
konsekutiver 26S-proteasomaler Degradation von IkB nach Polyubiquitinierung.
Dieser Inhibitor sorgt im Ruhezustand der Zelle dafir, dass die NF-kB Dimere
durch Bindung an ihn als inaktive Komplexe im Zytoplasma gehalten werden und
nicht in den Kern translozieren (Beg & Baldwin 1993).

Diese Kaskade fuihrt letztendlich dazu, dass NF-kB aktiviert (Abraham 1996+2000;
Altavilla et al. 2001+2002-1) und frei wird, in den Zellkern transloziert und
seinerseits zur Transkription bestimmter Zielgene fuhrt. Dieser kanonische oder
klassische Weg ist essentiell fir das angeborene Immunsystem, wird durch alle
bekannten proinflammatorischen Stimuli wie TNF-a oder LPS aktiviert und basiert
hauptséachlich auf der Degradierung von 1kBs durch IKK-B (Ghosh & Karin 2002).
Ein Grof3teil der frihen angeborenen Immunantwort ist von dem klassischen NF-
kB-Signalweg abhangig, wie zum Beispiel die Produktion von antimikrobiellem
Stickstoff und antimikrobieller Sauerstoffspezies (Hayden et al. 2006).

Der zweite alternative Signalweg wurde erst in jungster Zeit entdeckt und ist, im
Gegensatz zum klassischen Signalweg, hauptsachlich von IKK-a abhéngig und
hauptsachlich in die B-Zell-Reifung und in die Bildung von sekundar
lypmphatischen Organen, vor allem von Keimzentren, als Antwort auf Stimuli wie
zum Beispiel auf zwei Mitglieder der TNF Zytokin Familie (RANK Blys/BAFF)
involviert (Ghosh & Karin 2002).

1.2.4 Die Rolle von TNF-a

TNF-a spielt eine wichtige Rolle bei lokaler und systemischer Inflammation und ist
ein potenter und sehr gut untersuchter Aktivator von NF-kB. NF-kB-Aktivierung als
Antwort auf ein TNF-a Signal induziert unter anderem die Expression von
antiapoptotischen Genen wie clAP1 und 2 und Bcl-xL, die wiederum an
Effektorkaspasen binden (Hayden et al. 2006). Molekularbiologisch ist TNF-a ein
17 kDa groRRes Zytokin, welches in aktivierten Makrophagen, Lymphozyten und
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natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) gebildet wird. Es existiert eine
membranverankerte und eine lsliche Form.

Im Zusammenhang mit TNFa hat NF-kB eine eindeutige antiapoptotische Wirkung,
da die Aktivierung von NF-kB durch TNF-a pro-apoptotische Vorgange
herunterreguliert. Die Supprimierung von Apoptose durch NF-kB ist somit eng
verbunden mit TNF-a (Karin & Lin 2002).

AbschlieBend bleibt zu unterstreichen, dass TNF-a eine grol3e Rolle bei
Entziindungsvorgangen bis hin zur Sepsis oder dem multiplen Organ Dysfunktions
Syndrom (MODS) spielt. In Tiermodellen zum MODS wurde in diesem
Zusammenhang gezeigt, dass ein erhohter TNF-a Serumspiegel der Grund fir
Lungenschaden und proinflammatorische Genexpression ist (Chen 2003).
DarlUber hinaus konnte in einer aktuellen Studie gezeigt werden, dass Variationen
des TNF-a Gens zu unterschiedlichen Auspragungen der Sepsis fuhren (Menges
et al. 2008).

1.2.5 Die Rolle von NF-kB in der Sepsis

Etliche Tiermodelle zeigen, dass es im Rahmen einer Sepsis zu einer gesteigerten
Aktivierung von NF-kB kommt, wobei héhere Anreicherungsraten von NF-kB im
Zellkern mit hoheren Mortalitdtsraten und schlechterem klinischen Outcome
assoziiert sind (Blackwell et al. 2000; Shimohashi et al. 2000; Chang et al. 2001,
Kato et al. 2002; Teoh et al. 2002; Abraham 2005).

Hier kristallisieren sich unter anderem zwei zentrale Mechanismen heraus, die bei
der Sepsis im Bezug auf NF-kB eine Rolle spielen. Zum einen fuhrt NF-kB zu
einer erhohten Expression proinflammatorischer Mediatoren, zum anderen
verlangert er durch Foérderung der Transkription antiapoptoischer Gene die
Lebensspanne von bestimmten Zellpopulationen wie neutrophilen Granulozyten,
die selbst wiederum proinflammatorische Molekile produzieren und direkt an
akuten Entziindungsvorgangen teilhaben (Ward et al. 1999; Kupfner et al. 2001;
Abraham 2003).

Neure Erkenntnisse zeigen dartber hinaus, dass NF-kB auch in der Phase der
Entzindungsauflosung eine Rolle spielt. So fuhrt die Hemmung von NF-kB
wéahrend dieser Phase zu einer Verlangerung des Entzindungsprozesses und

verhindert eine schnelle Gewebeheilung (Lawrence 2001).
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Unklar bleibt jedoch, ob die Aktivierung dieser Signalsysteme sich eher protektiv
auswirkt oder permissiv das weitere Fortschreiten der pathologischen Vorgange

stutzt.

1.2.6 Therapieansatze

Vor diesem Gesamthintergrund und dem Wissen um die gewichtige Rolle von NF-
kB in der Sepsis liegt die Uberlegung nahe ein therapeutisches Konzept zu
entwerfen, mit dem durch spezifische pharmakologische Blockade der NF-kB
Signalkaskade eine Kontrolle der NF-kB-abhangigen proinflammatorischen
Transkription erreicht werden konnte. Erste Ansatze, die NF-kB-Translokation in
den Kern zu verhindern, um nicht nur die Exprimierung NF-kB abh&ngiger Gene
zu vermindern, sondern auch eine Reduktion von MOF und Mortalitat zu erreichen,
existieren bereits. Im Tiermodell konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die
Hemmung von NF-kB Multiorganschaden verhindert und das Uberleben beim
septischen Schock verbessert (Liu & Malik 2006). Allerdings steckt die Forschung
in diesem Bereich noch in den Kinderschuhen, da die pathogenetische Beteiligung
dieses Signalweges im Rahmen von intensivmedizinischen Krankheitsbildern wie
Sepsis/SIRS oder ARDS noch nicht so weit evaluiert ist, als dass Aussagen
driber getroffen werden kénnten, was mit einer solchen Blockade erreicht werden
wurde. Im Gegenteil gestaltet sich, mit immer neuen Erkenntnissen der Forschung,
die inflammatorische Interaktion dieser Signalkaskade zunehmend komplexer und
vielschichtiger.

Beispielsweise existieren Studien mit Antioxidantien, die die nukleare
Translokation von NF-kB im Zusammenhang mit Sepsis zu unterbinden versuchen.
Hier verringert die Therapie mit Antioxidantien die Aktivierung von NF-kB und die
Exprimierung von NF-kB abhangigen Genen nach einer Endotoxinamie (Blackwell
et al. 1996; Liu et al. 1997; Altavilla et al. 2002-2). Auch zellpermeable Peptide,
welche die nukleare Translokation von NF-kB blockieren, sind beschrieben
(Fujihara et al. 2000). Ebenso wurde bereits ischamie- und reperfusionsinduzierter
Gewebeschaden im Myokard (Sawa et al. 1997) und im Intestinum (Zou et al.
2003) durch selektive Inhibierung der NF-kB Aktivitat verringert. Zusatzlich wurde
erfolgreich im Tiermodell gezeigt, dass die systemische oder lokale Gabe von p65

Antisens-Oligonukleotiden eine experimentelle Colitis bei Mausen verhindert



Einleitung

(Neurath et al. 1996). Die rektale humane Therapie wird momentan im Rahmen

von Studien untersucht.

1.2.7 NF-kB Aktivitatsbestimmung

Es existieren viele Methoden die NF-kB Aktivitdt zu bestimmen. Als fihrend in der
NF-kB Aktivitatsbestimmung gilt zurzeit der ,Electrophoretic Mobility Shift
Assay“ (EMSA), der auch in der vorliegenden Studie angewendet wurde. Dieses
Verfahren wurde in einer vorangehenden Dissertation, welche das EMSA-
Verfahren an gesunden Probanden etablierte, als Goldstandard zur NF-kB
Bestimmung bestéatigt (Cordes 2008).

Erfasst wird bei dem EMSA-Verfahren die Bindung von Transkriptionsfaktoren an
DNA. Die zu untersuchenden Proteine werden mit radioaktiv markierten
Oligonukleotiden spezifischer DNA-Sequenzen inkubiert. Die hierbei entstehenden
Komplexe werden auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und somit als Banden
sichtbar gemacht. Als Referenz- bzw. Standardgrof3e wird bei verschiedensten
Studien zusatzlich zu NF-kB noch die Aktivitdt des Nuklearen Faktors y (NF-y)
bestimmt, der als ein konstitutiv exprimierter Transkriptionsfaktor die ,transkriptive
Grundaktiviat* darstellen soll und als Ladungskontrolle dient.

NF-y (auch CBF oder CP1 genannt) wurde zunachst als Nukledrer Faktor in B-
Zellen von Mausen charakterisiert, der mit CCAAT Motiven der MHC Klasse I
Promotoren interagiert (Dorn et al. 1987). Mittlerweile ist klar, dass NF-y ubiquitar
exprimiert wird und mit vielen CCAAT Motiven von konstitutiven und
aktivierungsabhéngigen Genen interagiert (Dorn et al. 1987; Hatamochi et al. 1988;
Montovani 1998; Sankar & de Crombrugghe 1998). Das Interessante an NF-y ist
sein ubiquitdres Vorkommen und seine nicht durch aul3ere Faktoren induzierte,
sondern kontinuierliche Grundaktivitat in den Zellen. Dies lasst ihn zum
Vergleichsmolekul fur viele Untersuchungen avancieren, die die Aktivitat ahnlicher
Faktoren separat untersuchen und dabei die Grundaktivitat als Ladungskontrolle

verwenden. Mit dieser Intention wird er auch in der vorliegenden Studie eingesetzt.

1.3 Klinische Scores

Seit etwa einem Vierteljahrhundert wurden verschiedene Klassifizierungssysteme

entwickelt, um die Prognose, das Mortalitdtsrisiko und das Outcome von
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Intensivpatienten  abschatzen und auch die Effizienz verschiedener
Intensivstationen, die Validitdt neuer Therapieformen oder die Nutzung von
Krankenhausressourcen untereinander vergleichen zu kdnnen. Hierunter zum
Beispiel 1981 der ,Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
Score" (APACHE) (Knaus et al. 1981), 1984 der ,Simplified acute Physiology
Score” (SAPS) (Le Gall et al. 1984) und 1985 der APACHE Il Score (Knaus et al.
1985) und 1993 der SAPS Il Score (Le Gall et al. 1993). In der vorliegenden
Studie werden zur Beobachtung des klinischen Verlaufs der Patienten zwei
Scores erfasst: Der APACHE Il und der SAPS Il Score.

1.3.1 APACHE Il

Der APACHE 1l Score ist ein System zur Klassifizierung des Schweregrades von
Krankheiten. Er bedient sich dabei eines Punktesystems mit einer Skala von O - 68,
das auf den Werten von 12 physiologischen Routinemessungen, dem Alter und
dem zugrunde liegenden Gesundheitsstatus basiert. Durch ithn wird es unter
anderem moglich, akut kranke Patienten anhand des Sterberisikos zu stratifizieren.
Die Validierungsstudie von 1985 zeigte einen signifikanten Anstieg der Todesrate
fur jede Zunahme des Scores um fiinf Punkte (Knaus et al. 1985).

Die von den Autoren vorgesehenen Anwendungen des APACHE Il Scores
beinhalten vor allem folgende Punkte: Indem eine Messung des Schweregrades
einer Krankheit ermdglicht wird, hilft der Score festzulegen ob Kontroll- und
Behandlungsgruppen gleich sind. AuRerdem soll der Score dabei helfen, Uber die
Notwendigkeit eines Intensivaufenthaltes zu entscheiden und den Nutzen einer
Intensivtherapie festzustellen. Dartber hinaus ermdglicht APACHE 1l eine
systematische Evaluierung, wie ein individueller Schweregrad einer Krankheit das
Outcome des Patienten beeinflusst. Somit ist dieser Score ein gutes Instrument,
wenn klinische Entscheidungen getroffen werden mussen.

Viele Nachfolgestudien haben ebenfalls den APACHE Il Score als valide evaluiert
(Oh et al. 1993; Wong et al. 1995; Chiavone & Sens 2003), wobei 6fter auffiel,
dass die in diesen Studien beobachteten Sterberaten hoher waren, als die von
dem Score vorhergesagte Wahrscheinlichkeit (Markgraf et al 2000; Chiavone &
Sens 2003).

10
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1.3.2 SAPSI

Um den 1984 entworfenen ,Simplified Acute Physiology Score (SAPS) zu
vereinfachen und zu verbessern, entwickelten Le Gall et al. 1993 den SAPS II, der
in etwa die gleichen Anwendungspunkte abdeckt wie der APACHE Il Score. Als
Hauptziel sollte auch anhand dieses Scores die krankenhausbezogene
Mortalitatswahrscheinlichkeit von Intensivpatienten vorhergesagt werden kdnnen.
Letztendlich wurden in diesen neuen Score 17 Variablen eingeschlossen: 12
physiologische Parameter, das Alter, der Aufnahmegrund und drei Variablen, die
schwerwiegende Grunderkrankungen erfassen. Anhand dieser Variablen
errechnet sich der Punktewert des Scores, der zwischen 0 und 163 rangiert und
auch positiv mit dem Mortalitatsrisiko korreliert. Nach erfolgreicher Reliabilitats-
und Validitatspriufung durch die Initialstudie kann man anhand des SAPS Il das
Sterberisiko abschatzen ohne aufwendige Primardiagnostik zu betreiben (Le Gall
et al. 1993): Die Datenerfassung, die zur Generierung dieses Scores notwendig ist,
ist dabei leicht und schnell und erfordert keine  speziellen
UntersuchungsmalRnahmen. Er gilt als der einfachste Intensivscore fur
Mortalitatswahrscheinlichkeiten (Le Gall et al. 1993; Capuzzo et al. 2000; Aegerter
et al. 2005), wobei er die Mortalitdt nicht immer exakt vorherzusagen scheint
(Moreno et al. 1998; Markgraf et al. 2000).

Werden SAPS-II und APACHE-II verglichen hat APACHE Il derjenige zu sein, der
die bessere Gute der Anpassung und eine besser Kalibrierung hat und somit auch
die Mortalitatswahrscheinlichkeit genauer bestimmt (Del Vufalo et al. 1995;
Markgraf et al. 2000). Alles in allem sind beide Klassifizierungssysteme jedoch
sehr gut validierte intensivmedizinische Scores, die schnell und leicht zu
handhaben sind und schon langer ihren festen Platz im Alltag der

Intensivstationen gefunden haben.

1.5 Referenzstudien

Der Stellenwert von NF-kB bei kritischer Erkrankung ist Gegenstand einer Vielzahl

von Untersuchungen am Tiermodell genauso wie am Menschen.
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1.5.1 Tiermodell

Studien an Tieren zeigen U(Ubereinstimmend, dass Prozesse wie
Ischamie/Reperfusion, Endotoxinamie und Bakteridmie, wie sie auch im Verlauf
grof3er chirurgischer Eingriffe auftreten konnen, zur Aktivierung des IKK/ NF-kB-
Systems fuhren (Blackwell et al. 2000; Shimohashi et al. 2000; Chang et al. 2001,
Kato et al. 2002; Teoh et al. 2002). Ferner ist im Tiermodell ein Zusammenhang
zwischen Sepsis, ARDS und MOF mit einer Aktivierung von NF-kB nachgewiesen
(Armstead et al. 1993; Shenkar et al. 1998; Williams et al. 1999; Abraham 2000;
Gjertsson et al. 2001).

Lawrence et al. zeigten 2001 noch eine mdgliche andere Rolle von NF-kB in
Entzindungsprozessen auf. Einerseits fanden auch sie, wie schon viele vor ihnen,
dass aktiviertes NF-kB aus Leukozyten, die man in der Frihphase von
Entziindungsreaktionen isoliert hatte, Uber positive Ruckkopplungsmechanismen
und andauernde Transkription proinflammatorischer Gene die Inflammation
unterhalt oder gar weiter aufschaukelt. Allerdings konnten sie als Novum
nachweisen, dass es im weiteren Verlauf auch zur Induktion antiinflammatorischer
Gene und Apoptose durch NF-kB kommt, wodurch dieser Faktor auch an der
Auflésung einer inflammatorischen Reaktion entscheidend beteiligt zu sein scheint
(Lawrence et al. 2001).

Auch eine Studie im Mausmodell von Chen et al. 2003 uber Ischdmie und
Reperfusion bei MODS zeigt diese Zweischneidigkeit von NF-kB. Wird die Aktivitat
von NF-kB in Enterozyten blockiert, kbnnen dadurch exraintestinale, systemische
Entzindungsvorgdnge reduziert werden, gleichzeitig wird allerdings die
antiapoptotische Eigenschaft des Signalwegs ebenfalls unterdriickt, woraus ein
verringertes Zelliberleben und eine Verstarkung der lokalen Schaden resultiert
(Chen et al. 2003).

Es ist nicht endgultig geklart, ob sich eine Aktivierung von NF-kB in der Summe
eher protektiv auswirkt (Kramer et al. 1999; Fryer et al. 2001; Gjertsson et al. 2001)
oder permissiv das weitere Fortschreiten der pathologischen Vorgénge stitzt (Gu
et al. 2001; Kato et al. 2002). So ist die Supprimierung der Aktivierung von NF-kB
einerseits mit einer erhghten bakteriellen Belastung im Mausesepsismodell
assoziiert (Gjertsson et al. 2001), andererseits kann sie abhéngig vom

verwendeten Tiermodell auch die Mortalitat senken (Adib-Conquy et al. 2000).
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Eine Studie am Tiermodell aus dem Jahr 2004 von Gadjeva et al. geht hier ins
Detail und zeigt, dass die NF-kB Untereinheiten p50 und p65 wichtige inhibierende
Funktionen wahrend der systemischen Entziindungsantwort haben (Gadjeva et al.
2004).

Alles in allem erlauben die Tiermodelle keine eindeutige Aussage Uber die
Wertigkeit der einzelnen Signalwege fir die Prognose bzw. die Entstehung von
Sepsis und Organversagen beim Menschen. Einige Studien zeigen auch, dass
Ergebnisse aus Versuchen in Vitro und am Tiermodell nicht uneingeschrankt auf
den Menschen extrapoliert werden konnen (Abraham et al. 1995; Christman et al.
1998). Dies macht eine Uberprifung am Menschen unumganglich.

1.4.2 Patientenstudien

Neuere Klinische Studien am Menschen zeigen ebenfalls, dass eine exzessive
Steigerung der Aktivitat von NF-kB wéahrend SIRS und Sepsis mit einer erhéhten
Mortalitdt und einem schlechteren klinischen Outcome einherzugehen scheint
(Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000; Paterson et al. 2000). Der pradikative
Wert entsprach hierbei bei einigen Studien dem APACHE Il Score (Bohrer et al.
1997; Arnalich et al 2000).

Diesen Zusammenhang beim Menschen nachzuweisen, gelang erstmals Bohrer et
al. 1997 mit einer Studie, in der die NF-kB Bindungsaktivitdt in mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes von 15 Sepsispatienten bestimmt wurde. Der Anstieg
der NF-kB Bindungsaktivitat korrelierte hierbei mit einem schlechten klinischen
Outcome und erhohter Mortalitat. Zudem war der pradikative Wert von NF-kB
vergleichbar mit dem pradikativen Wert des APACHE Il Scores (Bohrer et al.
1997).

Mit &hnlicher Intention und auch vergleichbarem Ergebnis untersuchten Arnalich et
al. im Jahre 2000 den prognostischen Vorhersagewert von kombinierten
Messungen der NF-kB Aktivitat in peripheren Blutzellen und dem Zytokinprofil im
Plasma bei 34 Patienten mit schwerer Sepsis. Durch frihe Messungen der NF-kB
Aktivitat, wollten sie diese als Prognosefaktor fir das Outcome bei Sepsis
evaluieren, der dann ein potentielles Unterscheidungskriterium einer schweren
von einer weniger schweren Sepsis darstellen kdnnte (Arnalich et al. 2000).
Ebenso wie zuvor bei Bohrer et al. war auch in dieser Studie bei den nicht-

uberlebenden Patienten die NF-kB Aktivitat signifikant erhoht und korrelierte stark
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mit dem Schweregrad der Krankheit entsprechend dem APACHE Il Score.
Allerdings konnte keine Korrelation der NF-kB Aktivitdit mit dem Zytokinprofil
festgestellt werden. Somit scheint diese Studie zu zeigen, dass die Messung der
NF-kB Aktivitdt in einer einzigen Blutprobe zu Studienbeginn einen besseren
Vorhersagewert im Bezug auf Mortalitat und klinischen Outcome hat, als das
Gleichgewicht und der zeitliche Verlauf von pro- und anntiinflammatorischen
Zytokinen.

Ebenfalls im Jahre 2000 bedienten sich Paterson et al. eines mit den beiden oben
genannten Studien vergleichbaren Ansatzes, um die NF-kB Aktivitat bei
Intensivpatienten zu bestimmen, die kurz vor dem Tod standen. Hierbei
bestimmten sie die NF-kB Aktivitat bei 10 Intensivpatienten mit SIRS.

Wie auch zuvor bei Bohrer und Arnalich et al. war die NF-kB Aktivitat in PMNCs
bei SIRS-Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden signifikant hoher.
Bei den Patienten, die die 96 Stundenmarke Uberlebten, blieb die NF-kB Aktivitat
in PMNCs konstant. Bei den Patienten hingegen, die vor Ablauf der 96 Stunden
starben, konnte hier ein deutlicher Anstieg festgestellt werden. Noch kurz vor dem
Tod war die Aktivitat signifikant hoher, als bei denen die die 96 Stunden
Uberlebten. Die Zytokinkonzentrationen von IL-6, IL-8 und SICAM1 zeigten wie
auch bei Arnalich et al. keine Verbindung zur NF-kB Aktivitat. Zudem war kein
Unterschied zwischen den beiden ,Gruppen“ im initial erfassten APACHE I
Scorewert zu erkennen, was der ,Bohrer-Studie widerspricht (Paterson et al.
2000). Aber es konnte tatsachlich ein deutlicher Anstieg der NF-kB Aktivitat in
PMNCs vor dem Tod nachgewiesen werden, was auf ein Neues die prognostische
Aussagekraft dieses Parameters im Bezug auf die Mortalitat unterstreicht.

Vor dem Hintergrund, dass systemische Entziindungsvorgange die Apoptose
neutrophiler Granulozyten hemmen und zu Multiorganversagen fihren kénnen,
stellten Nolan B. et al. ebenfalls im Jahr 2000 die Hypothese auf, dass ein
schweres Trauma eine Dysregulation der Neutrophilen-Apoptose verursachen
kbnne. Untersucht wurde dieser Ansatz mittels NF-kB Aktivierungsbestimmung
und Apoptosequantifizierung in neutrophilen Granulozyten von Traumapatienten
und gesunden Kontrollen (Nolan et al. 2000).

Hier konnte gezeigt werden, dass tatsachlich eine NF-kB abhangige Hemmung
der Apoptose neutrophiler Granulozyten nach einem Trauma auftritt und dartber

hinaus noch von der GroRe des Traumas abhangt. Zudem Kkorrelierte die
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Neutrophilen-Apoptose mit dem MODS und dem APACHE Il Score. Ebenso lasst
sich aus diesen Daten herauslesen, dass eine starkere NF-kB abhangige
Hemmung der Apoptose die Entstehung von MOF vermindern kann.

Ahnliche Beobachtungen einer traumabedingten ,Immunparalyse* wurden noch in
weiteren Studien gemacht. Adib-Conquy et al. stellten bei der Aktivierung von
PMNCs bei Traumapatienten eine &hnliche NF-kB Expression wie bei einer LPS-
Toleranz fest, was sie ein Jahr spater in einer Nachfolgestudie bestatigten (Adib-
Conquy et al. 2000 + 2001).

Die Studie, die der hier vorliegenden wohl am nachsten kommt, ist die 2001 von
Foulds et al. durchgefuhrte Untersuchung an Patienten mit chirurgischer
Versorgung von thorako-abodominalen Aortenaneurysmen. Ebenso wie fur das
vorliegende Projekt bereits erlautert, diente in dieser Studie das grol3e operative
Trauma als Modell fir ein systemisches Entziindungsgeschehen.

Bereits 1997 war es Foulds et al. gelungen bei Patienten die an einem thorako-
abdominalem  Aortenaneurysma  operiert wurden, die intraoperative
Neutrophilenaktivierung als Marker flr postoperative Komplikationsentstehung
festzumachen (Foulds et al 1997).

2001 untersuchten sie vor diesem Hintergrund das perioperative NF-kB Profil bei
25 Patienten mit thorako-abdominaler Aortenaneurysma-Rekonstruktion.
Praoperativ. wurden im Bezug auf Kklinische Parameter keine Unterschiede
zwischen den Patienten, die im Nachhinein ein MODS entwickelten und denen,
die dies nicht taten, festgestellt. Signifikante Unterschiede gab es jedoch bei den
praoperativen Konzentrationen von NF-kB in diesen beiden Patientengruppen.
Ebenso waren signifikante praoperative Unterschiede zwischen Patienten, die
Uberlebten und denen die starben, zu beobachten (Foulds et al. 2001).

Somit sind erhohte praoperative Konzentrationen von NF-kB in neutrophilen
Granulozyten mit vermehrten postoperativen Komplikationen in Form von MOF
assoziiert und kénnten als potentieller praoperativer Marker fur das postoperativen
Outcome dienen.

Die neueste klinische Studie in diesem Bereich stammt aus dem Jahre 2006 von
Abraham et al. und beleuchtet das ganze Thema von einer anderen Seite.

Bereits 2003 war es gelungen zu zeigen, dass frlhe Veranderungen im

Aktivierungsmuster von neutrophilen Granulozyten und hier vor allem die Fahigkeit
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NF-kB im Kern zu akkumulieren den klinischen Verlauf bei Sepsis-induziertem,
akutem Lungenschaden beeinflussen (Yang et al 2003).

Unklar war hierbei jedoch, ob diese verstarkte Akkumulation von NF-kB im
Zellkern auf genetisch determinierte Charakteristika zurlckzufihren ist oder ob
solche Vorgange lediglich eine gréf3ere in Vivo Inflammation reflektieren. Um
dieser Frage nachzugehen, legt die Studie von 2006 ihr Augenmerk vornehmlich
auf Aktivierungsmuster in neutrophilen Granulozyten aus dem peripheren Blut und
zeigt eine Assoziation zwischen diesen Mustern und einer Entziindungsantwort
der Lunge auf LPS.

Anhand LPS-induzierter NF-kB DNA Bindung konnte hier gezeigt werden, dass
Unterschiede in der Antwort der neutrophilen Granulozyten selbst eine
wesentliche Rolle im Bezug auf den Schweregrad einer Entzindungsantwort
spielen. Dartber hinaus wurde bewiesen, dass stabile Phanotypen von
neutrophilen Granulozyten existieren und mit der Entziindungsantwort, die der
direkten LPS Exposition in der Lunge folgt, korrelieren. Somit scheint es das
zugrunde liegende Zellprofil zu sein, welches primar das klinische Outcome
bestimmt (Abraham et al. 2006).

Das Wissen um die Existenz stabiler neutrophiler Phanotypen, die mit
Entzindungsreaktionen assoziiert sind, impliziert viele neue diagnostische und

therapeutische Ansatzpunkte, die noch weiter erforscht werden mussen.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Patientenstudien folgern, dass eine
erhohte NF-kB Aktivitat bei Sepsispatienten oder Patienten mit schwerem
chirurgischem Trauma, mit schlechtem klinischen Outcome oder erhohter
Mortalitdt einherzugehen scheint (Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000;
Paterson et al. 2000; Foulds et al. 2001). Dartber hinaus scheint bei einigen
Studien eine Korrelation zwischen der NF-kB Aktivitdt und dem APACHE Il Score
zu bestehen (Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000). Allerdings muss
unterstrichen werden, dass sich alle Studien in wichtigen Punkten der Methodik
voneinander unterscheiden und somit nicht von einer Studie auf die andere
geschlossen werden kann. Allein die NF-kB Aktivitatsbestimmung ist in jeder
Untersuchung unterschiedlich. So setzen Bohrer et al. hier die Aktivitat in
prozentuale Relation zu Tag eins, wahrend Arnalich et al. die Aktivitat als

Prozentsatz einer gesunden Kontrolle angeben und Paterson et al. diese als
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Fraktion eines vorstimulierten Standardkernisolates angeben. Nolan et al.
verwenden im Gegensatz zu diesen Studien kein EMSA-Verfahren, sondern
arbeiten mit Westernblots, wahrend Foulds et al. sich der FACS Analyse bedienen.
Daruber hinaus unterscheiden sich alle Studien im Erfassungszeitraum. Wéhrend
Nolan et al. lediglich einmalig posttraumatisch die NF-kB Bestimmung
durchfuhrten, bestimmten Foulds et al. diese praoperativ und zu mehreren festen
Zeiten intraoperativ. Arnalich et al. fihrten hingegen Messungen innerhalb von 24
Stunden durch, wahrend bei Paterson et al. mehrere Bestimmungen innerhalb von
72 Stunden durchgefihrte wurden. Den langsten Erfassungszeitraum findet man
bei Bohrer et al., die innerhalb von 14 Tagen neun Erhebungen durchfiihrten.
Auch die Fallzahlen und statistischen Verfahren unterscheiden sich in jeder Studie.
Somit ist deutlich, dass anhand dieser Untersuchungen keine eindeutigen
Aussagen getroffen werden konnen und hier eigentlich zunachst eine
Standardisierung zur NF-kB Bestimmung hatte durchgefihrt werden mussen.

Vor diesem Hintergrund sollen nun in dem vorliegenden Projekt nach
stattgefundener Evaluation der Methodik in einer vorangegangenen Dissertation
(Cordes 2008) ahnliche Untersuchungen, wie in den oben beschriebenen Studien,

an Patienten durchgefuhrt werden.

1.6 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung

Am Beispiel der IKK/NF-kB Signaltransduktionskaskade soll mittels des
vorliegenden Projektes qualitativ und quantitativ untersucht werden, ob eine
Aktivierung zellularer Signalwege in Leukozyten aus dem peripheren Blut
stattfindet. Eine Korrelation mit dem klinischen Verlauf bei Patienten mit grof3en
operativen Eingriffen soll evaluiert werden.

Dabei wird hier allerdings nicht nur, wie in vielen vorangehenden Studien, die
alleinige NF-kB Bindungsaktivitat bestimmt, die immer nur eine ungenaue
Momentaufnahme des zellularen Geschehens widerspiegelt. Stattdessen liegt der
Fokus hier auch auf der NF-kB Aktivierungskapazitat, anhand derer eine prazisere
Aussage uUber den tatsachlichen pathophysiologischen Stellenwert dieser
Signalkaskade bei kritischen Erkrankungen getroffen werden konnte.

Patienten mit schweren, elektiven gefal3chirurgischen Eingriffen und folglich

hohem postoperativen Risiko eine systemische Inflammation zu entwickeln, wurde
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im Rahmen einer prospektiv-deskriptiven laborchemischen Untersuchung
praoperativ, intraoperativ und zu mehreren definierten postoperativen Tagen zur
Bestimmung des Aktivierungsgrades der genannten Signalwege Vollblut
entnommen. Das schwere chirurgische Trauma dient als Modell der systemisch
ablaufenden pathophysiologischen Vorgédnge, wie sie zum Beispiel beim SIRS
nicht-infektioser Genese ablaufen. Die Kontrollgruppe besteht aus Patienten mit
weniger invasiven operativen Eingriffen an der Arteria Carotis. Dies erlaubt die
Unterscheidung von bagatelltrauma-assoziierten Effekten einerseits von
Vorgangen, die bei schwer traumatisierenden operativen Eingriffen und SIRS von
Bedeutung sind andererseits.

Ziel ist es, einem frihzeitigen ,inflammatorischen Monitoring“ durch die Korrelation
der Aktivierung dieses Signalwegs mit Ublichen klinischen Parametern naher, oder
gar zuvorzukommen, also die praoperative NF-kB Aktivierungskapazitat ex-vivo
als pradikativen Parameter fur die postoperative Inflammationsreaktion zu
evaluieren. Demnach koénnte eine erhthte Aktivierungskapazitat mit einem
schwereren inflammatorischen Verlauf einhergehen. Umgekehrt koénnte eine
reduzierte Aktivierungskapazitat mit einer erhdhten Infektionsrate einhergehen.
Vor allem im Hinblick auf die Anstrengungen der pharmazeutischen Industrie,
stressinduzierbare  Signalwege therapeutisch zu beeinflussen, ist die
Untersuchung des pathophysiologischen Stellenwertes spezifischer molekularer
zellularer Signaltransduktionskaskaden bei Patienten mit grol3em chirurgischen
Trauma unumganglich. Nur bei funktioneller Beteiligung eines Signalweges an der
Ausbildung einer Erkrankung ist mit einem therapeutischen Erfolg durch dessen

spezifische Blockade oder Modulation zu rechnen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie soll nun auf folgende Fragestellungen
eingegangen werden:

Bestehen Unterschiede hinsichtlich Zeitpunkt, Ausmald und Dauer der
Veranderung der Bindungsaktivitat und der Aktivierungskapazitdt von NF-kB in
mononukledren Zellen, bei Patienten mit schwerem und leichtem chirurgischen
Trauma?

Besteht ein Zusammenhang zwischen pra- und/oder postoperativer Aktivierung

von NF-kB mit dem postoperativen klinischen Verlauf (APACHE-II-Score, SAPS-II)
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und dem postoperativen Verlauf von inflammatorischen Parametern (CRP,

Leukozyten)?
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2.1 Materialien

2. Material und Methoden

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, falls nicht gesondert

aufgefuhrt, von den Firmen Biochrom, Bio-Rad, BD Biosience, Milteny, Santa Cruz

und Sigma bezogen.

Produkt

Acrylamid-Bis 29:1 40%
Aqua B. Braun

Biocoll Seperating Solution
Bio-Rad Protein Assay
BSA fur Biorad Assay
dNTP 10mM Mix C114 B
DTT

EDTA Dinatrium Dihydrat
PBS

RPMI 1640 Medium
S-Monovette (Heparin)
S-Monovette (EDTA)
S-Monovette (Citrat)
TEMED

Tumor Necrosis Factor-a
(human, rekombinant)
QIAquick Nucleotide

Removal Kit

2.1.2 Lésungen

Firma

Serva

Braun

Biochrom AG
Bio-Rad

Pierce

Promega

Sigma
AppliChem
GIBCO Invitrogen
GIBCO Invitrogen
Sarstedt
Sarstedt

Sarstedt

Sigma

Sigma

Qiagen

Bestellnummer

10680
75/12604052/0503
L6115

500-0006

23209

6250706
D-9779
A3553.0500

14190

42401-018
01.1604

05.1167

05.1071

T-8133

T6674

28304

TBE 0,5 fach: 45 mM Tris-Cl; 45 mM Na-Borat; 1 mM EDTA pH 8,0

Zellkulturmedium: RPMI 1640 Medium, 10% FCS
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Lysepuffer (1 fach): 50 mM Tris-HCI pH 7,6; 250 mM NaCl; 3 mM EDTA; 3 mM
EGTA; 1% Triton-X-100; 0,5% NP 40; 10% Glycerol; Protease-Inhibitoren (-
Glycerolphosphat 2 mM; DTT 2mM; Leupeptin 10puM; Natriumorthovanadat 0,1
mM; pNPP = p-Nitrophenyl Phosphate 2mM)

EMSA-Puffer: 10 mM Hepes; 50 mM KCI; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10 %
Glycerol

Fixierldsung: 15 % Methanol; 5 % Eisessig; 5 % Glycerol in Aqua bidest

2.1.3 Oligonukleotide

Oligonukleotid Hersteller
NF-kB HIV site (Labeln) Invitrogen
NF-kB consensus HIV site Invitrogen

(spezifisches Oligonukleotid,

ohne ¥P gelabelt)

NF-y consensus Biomers
(spezifisches Oligonukleotid,

ohne ¥P gelabelt)

2.2 Methodik der NF-kB Bestimmung

2.2.1 Isolation von mononuklearen Zellen mittels Ficoll

Die so genannte Ficoll Dichtegradientenzentrifugation macht es moglich die
zellularen Blutbestandteile, insbesondere die mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (PMNCs), nach ihrer Dichte aufzutrennen und zu isolieren.
Entsprechend ihrer spezifischen Dichte sammeln sich dabei die Lymphozyten und
Monozyten, sichtbar als deutlicher Ring, in der Interphase zwischen einem
Uberstand aus Plasma, Thrombozyten und Ficoll an, wahrend die Erythrozyten
und Granulozyten aufgrund ihrer hoheren Dichte am Boden des GefalRes als
Unterphase sedimentieren.

Das abgenommene und mit Heparin antikoagulierte Vollblut wurde sofort nach der
Abnahme auf Eis gelagert und wahrend den gesamten nachfolgenden

Verarbeitungsschritten auf Eis beziehungsweise in einer 4°C kalten Zentrifuge
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gekuhlt. Das heparinisierte Vollblut wurde zunéchst im Verhéltnis 1:2 mit einfach
PBS verdunnt. Jeweils funf bis sieben ml des verdinnten Blutes wurde
anschlieBend sorgsam auf finf ml Ficoll in einem 15 ml Falcon geschichtet und
anschlieBend fur 22 Minuten bei 420 gE zentrifugiert. Somit ergab sich die oben
beschriebene Dreischichtung in Ober-, Inter-, und Unterphase.
Nach Asservierung des Plasmas der Oberphase zur weiteren Zytokinanalyse
wurde die Interphase behutsam bis zur Ficollgrenze abgenommen. Durch zwei
folgende Waschschritte mit PBS fur sieben Minuten bei 270 gE konnten die
Thrombozyten und das Ficoll weitestgehend beseitigt werden.
Die gewonnenen Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer Zéahlkammer gezahilt, in
deren Vertiefung bei aufgelegtem Deckglas ein definiertes Volumen umschlossen
wird.
Unter dem Mikroskop wurden 4 x 16 Quadrate ausgezahlt und die
Zellkonzentration nach folgender Formel berechnet:

Gesamtzellzahl = Mittelwert aus den 4 grol3en Quadraten

x verwendetes Volumen x Verdinnungsfaktor x 10.000.

2.2.2 Stimulation

Die aufgereinigten mononukledren Zellen wurden nach Bestimmung der Zellzahl
in einem RPMI-Medium inkubiert, wobei sie zur Halfte mit humanem TNF-a
(Sigma) stimuliert wurden, wahrend die andere Halfte als unstimulierte Kontrolle
mit demselben Medium versetzt wurde. Um eine optimale NF-kB Aktivierung zu
erreichen wurden jeweils 4x10° Zellen in einem ml Medium mit 10 ng TNF-a fiir 30
Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Durch Voruntersuchungen in einer dieser Studie vorangehenden Dissertation
(Cordes 2008) ergaben sich diese optimalen Stimulationsbedingungen. Dabei
wurden zum einen verschiedene Stimulationsdauern als auch unterschiedliche

TNF-a Konzentrationen auf ihre NF-kB Bindungsaktivitat hin untersucht.

2.2.3 Gesamtzelllysat

Die inkubierten Zellen wurden mit PBS durch Zentrifugation einmal gewaschen.
Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen und die Zellen wurden fiir
mindestens 40 Minuten auf Eis mit einfach konzentriertem Lysepuffer lysiert.
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Anschliel3end wurde das Lysat 35 Minuten bei 20000 gE und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfihrt und das Pellet aus
Zellresten verworfen.

Der Uberstand enthielt alle Proteine der Zelle und wurde bei -80°C bis zur

weiteren Verarbeitung gelagert.

2.2.4 Proteinbestimmung

Um in den so gewonnen Proteinisolaten eine einheitliche Proteinkonzentration zu
erhalten, wurden die Proteine, nach photometrischer Konzentrationsbestimmung
des Gesamtzelllysates mittels Biorad Protein-Assay, auf eine Konzentration von
10 pg pro 5 yul EMSA-Puffer entsprechend 2 mg/ml mit einer Toleranz von 5%
eingestellt.

Die absolute Proteinkonzentration einer unbekannten Loésung erhalt man mit dem
Biorad Protein-Assay, indem man zuvor eine Messreihe mit einem Protein
bekannter Konzentration durchfthrt. In diesem Falle wurde hierfir BSA von der
Firma Pierce verwendet. Das Verfahren basiert auf der Beobachtung, dass das
Absorptionsmaximum fur eine saure Losung von Coomassie Brilliant Blue G-250
nach Bindung an ein Protein von 465 nm (braun) nach 595 nm (blau) verschoben
wird. Die Amplitude der Absorption bei 595 nm ist zu der Proteinmenge in einem
grol3en Bereich direkt proportional. Die Proteinverdiinnungen wurden ebenfalls bei
-80°C aufbewabhrt.

2.2.5 Radioaktive Markierung der Oligonukleotid-Sequenzen
Oligonukleotid fur NF-kB:

Fur das EMSA Verfahren bendétigt man ein radioaktiv gelabeltes Oligonukleotid,

welches die spezifische Erkennungssequenz der NF-kB Familie aufweist. Hierbel
wurde in die neu synthetisierte DNA das Isotop Phosphor *P als a*P-
Cytosintriphosphat zusammen mit den Ubrigen unmarkierten Nukleotiden

eingebaut. Es wurde die folgende NF-kB Sequenz verwendet:

Oligosequenz (HIV kB - Site) (Invitrogen):
sense;: 5 GGATCCTCAACAGAGGGGACTTTCCGAGGCCA 3
reverse: 5 GGATCCTGGCCTCGGAAAGTCCCCTCTGTTGA 3’
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In einem ersten Schritt mussten die beiden Einzelstrange zunéchst annealed, also
miteinander verbunden werden. Dazu wurden die Ursprungsoligonukleotide in
einer Konzentration von 1 pg/pl in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) geldst. Jeweils 10 pl
Oligonukleotide wurden auf 100 pl H,O aufgefullt (10 pl sense Einzelstrang + 10 pl
reverse Einzelstrang + 80 ul H,0O), anschlieend im Wasserbad auf 94°C erhitzt
und dann langsam im ausgeschalteten Wasserbad auf Raumtemperatur
heruntergekuhlt.

Zur Markierung wurde Klenow als verkirzte DNA-Polymerase | verwendet, welche
in der Lage ist 3' Enden von DNA-Fragmenten aufzufillen, indem es die 5’
Uberhange als Matrize nutzt. Dieser Schritt war notwendig, da die
doppelstrangigen NF-kB Oligonukleotide Uberhdnge aufwiesen. Fir das
Reaktionsgemisch wurde 1 pl doppelstrangiges Ursprungsoligonukleotid
zusammen mit je 0,5 mM unmarkiertem dATP, dGTP und dTTP sowie 5 pl
radioaktiv markiertes a**P-CTP (entspricht 50uCi) mit 0,5 pl Klenow in 2 ul Eco
Pol Puffer auf 20 ul H,O aufgefillt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur (25°C)

inkubiert.
Um abschlieBend die Radioaktivitat tberprifen zu kdnnen, wurden im Anschluss
daran die neu synthetisierten Oligonukleotide mittels QIAquick Nucleotide

Removal Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Oligonukleotid fur NF-y:

Das radioaktiv. ~ markierte Oligonukleotid der  spezifischen NF-y
Erkennungssequenz wurde in etwas abgewandelter Weise hergestellt. Hierbei
wurde das Isotop Phosphor **P im Gegenzug als y**P-Adenosintriphosphat zur
Markierung eingebaut. Von der Firma Biomers wurde als Urspungsoligonukleotid

die folgende NF-Y Sequenz verwendet:

Oligosequenz NF-y (Biomers):

sense: 5 CCAAACTCGCCAGAACCAATCAGAAAA Z

reverse: 5 TTTTCTGATTGGTTCTGGCGAGTTTGG 3’

Auch diese beiden Einzelstrange mussten zunachst wieder annealed werden. Wie

zuvor bei NF-kB wurden hierfir die Ursprungsoligonukleotide in einer

Konzentration von 1 pg/ul in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) gelost. Jeweils 10 pl
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Oligonukleotide wurden auf 100 pl H,O aufgefillt (10 pl sense Einzelstrang + 10 pl
reverse Einzelstrang + 80 ul H,0O), anschlieRend im Wasserbad auf 94°C erhitzt
und dann langsam im ausgeschalteten Wasserbad auf Raumtemperatur
heruntergekihlt

Da diese Oligonukleotide im Gegensatz zu den NF-kB-Strangen keine Uberhange
aufwiesen, wurde als Enzym die T4 Polynucleotide Kinase verwendet, die die
endstandige Phosphatgruppe von ATP an freie 5-OH Enden von Nukleotiden
Ubertragt. Fur diese Reaktion wurden 5 pmol des doppelstrangigen NF-y
Oligonukleotids mit 5 pl y*’P - Adenosontriphosphat (entspricht 50 pCi) zusammen
mit 0,5 pl T4 Kinase in 2 pul PNK-Puffer auf 20ul H,O aufgefillt und fir 30 Minuten
bei 37°C inkubiert.

Anschlieend wurden die neu synthetisierten Oligonukleotide ebenfalls mittels
QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt,

um abschlie3end die Radioaktivitat zu tberprifen.

2.2.6 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die oben beschriebenen Oligonukleotide wurden verwendet, um die
sequenzspezifische Bindung von Proteinen an doppelstrangige DNA zu ermitteln.
Hierbei wurden die eingestellten Proteinisolate der Patienten mit den radioaktiv
markierten DNA-Sequenzmotiven inkubiert und die dabei entstehenden Komplexe
in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Hierbei wurden immer alle Proteinisolate
eines Patienten fur alle finf Messzeitpunkte und jeweils das unstimulierte neben
dem stimulierten Isolat, auf einem Gel zusammen aufgetrennt. Somit entstand fur
jeden Patient ein Gel mit NF-kB Banden und ein Gel mit NF-y Banden (siehe
Abbildung eins und zwei).

DNA-Fragmente, an denen ein Protein gebunden ist, wandern im Gel langsamer
und konnen dadurch von ungebundener DNA getrennt werden. Synthetische
Kompetitoren wie Poly-dldC verhindern dabei eine unspezifische DNA-Bindung
durch andere Proteine.

Hierbei wurden 10 pg Proteinlysat in 5ul EMSA- Puffer mit 30.000 cpm 3?P-
markiertem NF-kB Oligonukleotid (HIV-Sequenz) respektive 30.000 cpm 3?P-
markiertem NF-y Oligonukleotid flr 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Zugabe

von 1 mM DTT und 1 pg Poly-dIdC in einem Gesamtvolumen von 10 pl inkubiert.
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Nachdem ein 7%iges natives Polyacrylamidgel zunachst bei 100 V 30 Minuten
aquilibriert worden war, wurden die Proben in die Taschen des Gels geladen und
in 0,5fachem TBE-Laufpuffer bei 200V Uber eine Laufzeit von drei Stunden
aufgetrennt.

Im Anschluss an den Lauf wurde das Gel zunéchst fur 30 Minuten im Fixierbad
fixiert und anschlielend fur zehn Minuten gewassert. AnschlieBend wurde das Gel
auf Whatmanpapier aufgezogen und fur die Dauer einer Stunde bei 80°C in einem
Vakuumgeltrockner getrocknet.

Um die auf dem Gel unsichtbaren Banden zu visualisieren, wurden die
getrockneten Gele ca. drei Tage auf einem Agfa Cronex-5-Film bei —-80°C
exponiert. Wenn NF-kB-Untereinheiten in dem Zelllysat vorhanden waren, dann
wurden diese - aufgrund der Interaktion mit dem gelabelten Oligonukleotid auf
dem Gel - als deutlich sichtbare Banden nach oben verlagert, da der Komplex aus
NF-kB Protein und Oligonukleotid eine geringere elektrophoretische Mobilitat
aufweist als das Oligonukleotid alleine. Die Intensitat der geshifteten Bande kann
daraufhin als ein Mal3 fur die Menge an NF-kB in dem Proteingemisch angesehen

werden.

OK 0S 1K 1S 2K 2S5 3K 3S 5K 5S

Abbildung 1. Geshiftete NF-kB Banden eines
Patienten an allen fiinf
Messzeitpunkten (0-5). Jeweils die
unstimulierte Probe K neben der mit
10 ng TNFa stimulierten Probe S.
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OK 0S 1K 1S 2K 2S 3K 3S 5K &S

Abbildung 2: Geshiftete NF-y Banden eines
Patienten an allen funf
Messzeitpunkten (0-5). NF-y
entspricht der unteren prominenten
Bande. Jeweils die unstimulierte
Probe K neben der mit 10 ng TNFa
stimulierten Probe S.

2.2.7 Kompetitortest

Durch einen Kompetitortest erfolgte der Nachweis einer spezifischen DNA-Protein-
Wechselwirkung, um die jeweils richtige Bande fur NF-kB respektive NF-y zu
verifizieren.

Hierbei wurde zunéchst ein nicht gelabeltes Oligonukleotid fir 30 Minuten mit den
Proben inkubiert, um dann anschliel3end fur weitere 30 Minuten das radioaktiv
markierte Oligonukleotid hinzuzugeben. Das jeweils unmarkierte Oligonukleotid
enthielt ebenso wie das jeweils markierte NF-kB-HIV-site beziehungsweise die
NF-y- Erkennungssequenz. War nun die jeweils beobachtete NF-kB-
beziehungsweise NF-y- Bande spezifisch, sollte diese beim Hinzugeben der
zugehdrigen, ungelabelten Wildtyp Sequenz vollstdndig verschwinden, jedoch in

Gegenwart der ungelabelten ,mutierten* Sequenz persistieren.

2.2.8 Densitometrie mittels Phosphor Imaging Technik

Um die, mittels Agfa Cronex-5-Film visualisierten, elektrophoretisch aufgetrennten,
radioaktiv markierten NF-kB bzw. NF-y Proteine nun auch quantifizieren zu
kénnen, wurde ein Phosphorimager (FLA-3000) der Firma Fuji verwendet. Zur
Analyse wurde das Programm ,AIDA Image Analyzer for Windows" der Firma
Raytest benutzt.

Hierzu wurden die getrockneten Polyacrylamidgele jeweils finf Stunden auf den
Imaging Plates bei Raumtemperatur exponiert. Dadurch wird die Energie der

radioaktiv markierten Probe auf die Phosphorkristallstruktur der Bildplatte
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tibertragen. Als reiner B-Strahler emittiert Phosphor *?P seine Energie in Form von
Elektronen, welche auf der Bildplatte eingefangen werden. Das spezifische
Absorptionsverhalten, welches die somit in einer bestimmten Form in der
Kristallstruktur asservierten Elektronen aufweisen, kann in der Folge genutzt
werden. Wird das eingefangene Elektron mit Laserlicht dieser bestimmten
Wellenlange angeregt (ca. 600 nm), emittiert es Licht einer anderen Wellenlange
(ca. 400 nm), welches detektiert und ausgewertet werden kann. Die Software
guantifiziert und integriert die gemessenen Signalintensitdten Uber vordefinierte
Flachen und gibt sie als numerischen Wert in der Einheit PSL (photostimulierte
Lumineszenz) aus. Die somit erhaltene Intensitat flur die Radioaktivitatsverteilung
wurde abschlieBend noch von der gemessenen Hintergrundaktivitat des Gels

abgezogen, um nur die spezifische Intensitat der jeweiligen Bande zu errechnen.

2.3 Probandenkollektiv und Studiendesign

Die Untersuchung erfolgte mit Zustimmung der Ethikkommission der Universitat
Ulm nach der Deklaration von Helsinki (Ethikantrag Nr. 145/2005). An dieser
Arbeit nahmen freiwillig elektiv operierte, gefal3chirurgische Patienten teil. Dabei
handelte es sich um eine prospektiv-deskriptive laborchemische Untersuchung
von Patienten mit schweren, elektiven, gefal3chirugischen Eingriffen
(Bauchaortenaneurysma (BAA)), kontrolliert durch gefal3chirugische Patienten mit
elektiv-operativen Eingriffen an peripheren Gefal3en (Operation der Arteria Carotis
(AC)). In dem Studienzeitraum vom 1. Januar 2007 bis 30. Juni 2008 wurden
dabei insgesamt 50 Patienten in die Studie aufgenommen. Darunter 30 Patienten
in die BAA Gruppe und 20 in die AC Gruppe. Folgende Ein- bzw.
Ausschlusskriterien wurden hierbei angewendet:

Einschlusskriterien:

Versuchsgruppe:

- Praoperative Patienten vor elektiver gefal3chirurgischer
Versorgung eines abdominellen oder thorakalen
Aortenaneurysmas

- Alter > 40 Jahren und < 80 Jahre

- ASA (American Society of Anesthesiologists) - Klassifizierung 1-4

- Einverstandniserklarung des Patienten
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Kontrollgruppe:
- Alter > 40 Jahre und < 85 Jahre
- ASA-Klassifizierung 1-4

- Einverstandniserklarung des Patienten
Ausschlusskriterien (fir Versuchsgruppe und Kontrollgruppe):
- Alter <40 Jahre und > 85 Jahre
- Praoperativ nachgewiesene bakterielle Infektion
- Neoplastische Erkrankungen
- Z.n. Organtransplantation
- Immunmodulatorische  Therapien: Corticosteroide, G-CSF,
Immunsuppression
- Dauerhafte Einnahme von Antioxidantien (Vitaminpraparate)

- Ablehnung des Patienten

Von den 50 Patienten wurden allerdings nur 48 in die Auswertung mit einbezogen,
da zwei BAA-Patienten durch nicht verwertbare Banden ausschieden.

2.4 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte nach dem Standard der Universitat UIm an peripheren
Venen. Es wurde jeweils an einem praoperativem Tag (Tag 0) und an dem ersten,
zweiten, dritten und flnften postoperativen Tag zwischen 20 und 30 ml Blut mit
Heparin-Monovetten fur die Analyse entnommen. Zusatzlich wurden jeweils zwei
bis drei ml EDTA-Blut, zwei bis drei ml Citrat-Blut und flinf bis sieben ml Heparin-
Blut fur die Erstellung eines maschinellen Blutbildes abgenommen. Dies erfolgte in

der Abteilung fur Klinische Chemie der Universitat Ulm.

2.5 Dokumentation

Fir jeden Patienten wurden alle erhobenen Daten in einem Dokumentationsbogen

mit Hilfe einer Microsoft Access® Datenbank elektronisch erfasst.
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2.5.1 Patientendaten

Als Grunddaten fur jeden einzelnen Patienten wurden hierbei in die Datenbank

aufgenommen:

- Name, Vorname, Geburtsdatum und Geschlecht des Patienten

- Tag der Operation

- Diagnose, Vorerkrankungen und Medikation

- ASA Kilassifikation

- intra- und postoperative Besonderheiten

- intraoperativer Blutverlust und Substitution mit Erythrozyten-, Thrombozyten-
konzentraten oder Plasma

- Clampingzeit (bei BAA-Patienten) und Schmerztherapie mit Periduralkatheter

2.5.2 Klinische Daten

Zusatzlich zu den Grunddaten der einzelnen Patienten wurden zu jedem
Messzeitpunkt auch klinische Daten erfasst. Dabei wurden jeweils die
schlechtesten Werte innerhalb der entsprechenden 24 Stunden aufgenommen:

- Kdrpertemperatur in °Celsius

- Herzfrequenz in 1/min

- Mittlerer arterieller Druck in mmHG

- systolischer Blutdruck in mmHG

- APACHE-II-Score

- SAPS-II

2.5.3 Laborwerte
Zu jedem Messzeitpunkt wurden zusatzlich folgende Laborwerte durch die
klinische Chemie der Universitat Ulm bestimmt und in der Datenbank erfasst:

Aus Lithium-Heparin-Plasma:

- Elektrolyte: Natrium, Kalium

- Nierenfunktionsparameter: Harnstoff, Kreatinin
- Leberstoffwechsel: Bilirubin gesamt

- Proteine: C-reaktives Protein

- Glukose

Aus Citrat-Plasma:

- Gerinnungsparameter: Prothrombinzeit (Quick-Wert), partielle
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Thrombinzeit
Aus EDTA-Plasma:

- Kleines Blutbild: Leukozyten, Erythrozyten, Hamatokrit, Thrombozyten
- Differential Blutbild: neutrophile Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten

2.6 Erhebung klinischer Scores

Zu allen funf Messzeitpunkten wurden aus den erfassten Parametern und Daten
der APACHE-II-Score und der SAPS-II-Score manuell errechnet.

2.6.1 APACHE-II-Score

Der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1l (APACHE IlI) Score
errechnet sich aus Punktewerten fur 12 klinische und laborchemische Parametern,
dem Glasgow-Coma-Scale, dem Alter und dem zugrunde liegenden
Gesundheitsstatus (siehe Abbildung 1). Dabei wird immer der jeweils schlechteste
Wert innerhalb der entsprechenden 24 Stunden verwendet. Anhand der somit
erhaltenen Punktewerte errechnet sich der Score der einen Wert von 0 bis 68
annehmen kann. Gesunde Patienten wirden altersabhéngig Werte zwischen 0

und 6 erreichen.

2.6.2 SAPS-II-Score

Der Simplified Acute Physiology I (SAPS 1) Score errechnet sich aus
Punktewerten fur 12 klinische und laborchemischen Parametern, fur das Alter, den
Aufnahmegrund -unterteilt in geplant oder ungeplant Chirurgisch oder auf Grund
einer Krankheit der inneren Medizin - und flr drei Variablen, die schwerwiegende
Grunderkrankungen erfassen, wie AIDS, metastasiertes Krebsleidern oder
maligne hamatologische Erkrankungen. (siehe Abbildung 2) Auch hier werden
wieder die jeweils schlechtesten Werte innerhalb der entsprechenden 24 Stunden
verwendet. Anhand der Punktewerte dieser 17 Variablen errechnet sich der Score,

der zwischen 0 und 163 rangiert.
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Tabelle 1: APACHE Il Score Erhebungsbogen
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Material und Methoden

Tabelle 2: SAPS Il Erhebungsbogen

SAPS I mafgeblich sind die schiechtesten Werte (hchste Punktzahl) in einem 24-Stunden-Zeitraum seit
dem zur Intensiv-Aufnahme fihrenden Ereignis (Unfall, OP, Komplikation)
| Punice bei abnormal niedrigen Werten | nomal* | Punkie bei abnermal hohen Werten i
Alter {Jahre) <40 40-59 | 60-69 | 70-74 | 75-79 =80
7 12 15 16 18
Herzfrequenz (pro Min.) =40 40-69 | 70119 |120-159 | 2160
11 2 4 7
Blutdruck (syst, mmHg) =70 70-99 | 100-199 | =200
13 5 2
Temperatur (:c} <39.0 =390
3
nur bei Beatmung o. Pulmonalis-Katheder =100 |100-199 | =200 =
Pa0; (mmHg) / FiO; 11 9 3
Urinausscheidung (LTag) =05 |05099] 210
11 4
Harnstoff (mgidl) oder =60 60-179 | =180
Harnstoff-Stickstoff (mg/d) =28 28-83 B4
[ 10
Leukozyten (10°%mm® <10 | 10499 | =20
12 3
Kalium (mmain) =3 3049 b0
3 3
Natrium (mmeiiL) <125 | 1254144 | 2145
5 1
Serum Bikarbonat (mEg/L) <16 il 15;9 =20
Bilirubin {mg/dl) =40 4059 | 260
4 9
Glasgow Coma Scale <f 6-8 910 1113 14-15
(vor Sedierung) 26 13 7 5
Vorerkrankungen - metastas. Karzinom | maligne himatolog. Erkr. | AIDS
9 10 17
Zuweisung auf ICU elektiy | medizinisch (ohne OF) |  ungeplant chirurgisch
chinurgisch 8
Le Gal et al. ,A new Simplified Acute Physiclogy Score (SAPS 1) based on a EuropeanMorth Amerikan mulficenter study " JAMA [1883) 270: 285763

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der fir die einzelnen Patienten in der Microsoft
Access® Datenbank erfassten Daten erfolgte primar mittels des Programms Excel®
2003 von Microsoft. Hiermit wurden die Graphen fir die Einzelpatientenverlaufe
der beiden Studiengruppen erstellt, sowie die Berechungen des Medians,
Minimums und Maximums durchgefuhrt. Diese Werte finden sich im Ergebnisteil
als Median (Minimum; Maximum) wieder. Zusatzlich wurden zu diesen Werten
Boxplotdiagramme mittels dem Programm ,SigmaPlot 7,0 Notebook” erstellt,
welche die ZielgroRen der beiden Gruppen vergleichend fir jeden Messzeitpunkt
gegenuberstellen. Hierbei sind die BAA-Patienten als grauer Plot und die Carotis-
Patienten als weil3er Plot dargestellt. Der Boxplot selbst repréasentiert den Median,
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die 5-, 25-, 75- und 95%-Perzentile. Die Korrelationsanalyse wurde mittels des
Programms ,SPSS 8.0 fur Windows" durchgefihrt. Hierbei wurde der Spearmans
Korrelationskoeffizient (rsp) verwendet, welcher eine Korrelationsanalyse fur nicht
normalverteilte Rangpaare erlaubt und somit fur die hier gewonnen Daten zul&assig
ist. Dieser Koeffizient kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen, wobei ein rsp< 0
fur einen gegensinnig monotonen Zusammenhang, ein rsp > 0 flr einen
gleichsinnig monotonen Zusammenhang und ein rsp = 0 fur keinen monotonen

Zusammenhang steht.
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3 Ergebnisse

3.1 Kollektivbeschreibung

Von den 50 in die Studie aufgenommenen Patienten galt keiner als initialer Drop
out. Allerdings mussten zwei Patienten im Nachhinein aus der Wertung
ausgeschlossen werden, da die mit ihren Proben erzeugten Banden im
Elektrophoretic Mobility Shift Assay nicht auswertbar waren. Es handelte sich
hierbei um zwei Patienten der Studiengruppe (BAA), womit letztendlich 28 BAA-
Patienten und 20 Carotis Patienten in die Auswertung einbezogen wurden.
Hinsichtlich des Alters der Patienten in den beiden Gruppen gab es keinen
signifikanten Unterschied in den beiden Gruppen, wohingegen ein solcher bei der
Geschlechterverteilung zu beobachten war. Das Vorerkrankungsprofil der beiden
Gruppen im Bezug auf kardiovaskulare Erkrankungen zeigte bei arterieller
Hypertonie (aHT), Dyslipoproteindmie (DLP), Diabetes Mellitus Typ 1l (DM II) und
Koronarer Herzerkranung (KHK) beziehungsweise Myokardinfarkt (MI) keine
signifikanten Unterschiede. Signifikant unterscheiden sich die beiden Gruppen
lediglich hinsichtlich der Verteilung von Apoplex. Die folgende Tabelle drei zeigt

die genaue Gegenuberstellung dieser Angaben.

Tabelle 3: Demographische Daten der Patientengruppen, als absolute Zahlen und
prozentuale Angabe der Vorerkrankungen, Fett = deutliche Gruppenunterschiede,
aHT = arterielle Hypertonie, DLP = Dyslipoproteinamie, DM Il = Diabetes Mellitus
Typ 1ll, KHK = koronare Herzerkrankung, MI = Myokardinfarkt, BAA =
Bauchaortenaneurysma, w = weiblich, m = mannlich

Patienten [SYAVAN Carotis
Anzahl 28 20
Geschlecht (w/m) 1/27 11/9

Durchschnittsalter 67,7 Jahre 70,02 Jahre

Vorerkrankungen

aHT 75% 80%
DLP 57% 50%
DM I 21% 20%
Apoplex 4% 50%

KHK / MI 39% 40%
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Beim Vergleich der drei ZielgréRen Bindungsaktivitat, Aktivierungskapazitat
relative Aktivierungskapazitat an Tag null - also dem praoperativen Messzeitpunkt
- zeigten sich aufRer fur die Bindungsaktivitat keine signifikanten Unterschiede in
den zwei Studiengruppen. Auch die Leukozytenwerte, der CRP-Wert, der
APACHE-II Score und der SAPS-II wichen nicht signifikant voneinander ab.

Der folgenden Tabelle vier sind die genauen Werte dieser ZielgroRen zu

entnehmen.

Tabelle 4: ZielgrofRen an Messtag null (préoperativ) angegeben als
Median (Minimum-Maximum),
CRP = C-reaktives Protein, BAA = Bauchaortenaneurysma

Patienten Carotis

4802 (1334,1-26375,8)

Bindungsaktivitat 7248,8 (1725,7-29810,4)
Aktivierungskapazitat 1,21 (0,72-2,44) 1,14 (0,77-1,58)
Leukozyten 6,8 (3,6-10,5) 5,3 (3,1-11,6)
CRP 1,95 (0,4-10,6) 2,45 (0-24,5)
APACHE-I| 7 (3-10) 6 (3-12)

SAPS-II 14 (7-20) 15 (0-25)

3.2 Verlauf laborchemisch standardisierter Entzindungsparameter

Im Folgenden soll der Verlauf zweier laborchemisch-standardisierter
Entzindungsparameter Uber die funf Messzeitpunkte fur die zwei
Studiengruppengruppen betrachtet werden. Hierbei handelt es sich um den
Verlauf der Leukozytenzahl und den Verlauf des C-reaktiven Proteins (CRP),
welche beide im klinischen Alltag eine grof3e Rolle bei der Entziindungsdiagnostik

und —verlaufsbeobachtung spielen.
3.2.1 Leukozytenverlauf

Die Leukozytenzahl wird in der Klinik unter anderem zur Diagnostik und

Therapiekontrolle bei Infektionen und Entziindungen, Tumorerkrankungen oder
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Knochenmarksdepression verwendet. Der Normbereich fur Erwachsene liegt
hierbei bei 4,4 10° — 11,3 10%/pl.

Leukozytenverlauf —e—0-02 Leukozytenverlauf
BAA =003 Carotis s
—=—S-36
0-04
0-09 S8
16
—%—0-18 16 S38
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——0-20 14 ——S5-40
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0-25 n S-46
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Abbildung 3: Leukozytenverlauf der Abbildung 4: Leukozytenverlauf der Carotis-
Bauchaortenaneurysma- Patienten (S-22 — S-63) uber
Patienten (BAA) (O-02 — O-58) die funf Messzeitpunkte
Uber die funf Messzeitpunkte in x 103/ul
in X 103/pl

Wird der Verlauf der Leukozytenwerte der 28 BAA-Patienten in Abbildung drei
betrachtet, so ist eine relativ einheitliche Tendenz tber die finf Messzeitpunkte zu
erkennen. Postoperativ steigt der Grof3teil der Werte Gber Tag eins und Tag zwei
an, um dann tber Tag drei bis Tag funf wieder abzufallen.

Trotz dieses einheitlichen Anstiegs der Leukozytenzahl bleiben aber immer noch
12 Patienten (43%) im Gesamtverlauf unter der oberen Grenze des
Normbereiches von 11,3 10%/ul. Maximal werden Werte bis zu 14,3 10%/l erreicht,
was das 1,4-Fache der Obergrenze des Normbereiches ist.

Auch im Verlauf der Leukozytenwerte der 20 Carotis-Patienten in Abbildung vier
ist wieder eine relativ einheitliche Tendenz Uber die funf Messzeitpunkte zu
erkennen. Postoperativ steigt der Grol3teil der Werte ebenfalls an Tag eins und
zwei an, um an Tag drei wieder abzufallen und an Tag finf noch weiter

zuruickzugehen.
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Im Vergleich mit der Studiengruppe liegen hier die Werte allerdings etwas tiefer
und erreichen mit 12,4 10%pl nur das 1,2-fache der Normwertobergrenze im
Vergleich zu dem 1,4-fachen in der Studiengruppe. Das wird auch daran
ersichtlich, dass im Gesamtverlauf in der Vergleichsgruppe 15 Patienten und
damit 75%, unter der Obergrenze des Normbereichs von 11,3 10%pl bleiben. Das
sind 33% mehr als in der Studiengruppe.

Diese graphisch sichtbaren Tendenzen im Verlauf der Leukozytenwerte werden
auch bei Betrachtung des Verlaufs des Medians dieser Grol3e in Tabelle flnf bei

den BAA Patienten und sechs bei den Carotis-Patienten deutlich.

Tabelle 5: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum der
Leukozyten-Werte an den funf Messzeitpunkten, angegeben in x 10%/ pl

Tag 0 1 2 3 5

Median 6,8 9,2 9,2 8,6 6,8
Minimum 3,6 3,5 5,3 5 4,3
Maximum 10,5 14,1 14,3 12,3 10,6

Der praoperative Median der Leukozytenzahlen der 28 BAA- Patienten liegt etwa
im Mittelfeld des klinischen Normbereiches bei 6,8 10°/ul (3,6 10°/ul - 10,5 10%/pl).
Postoperativ kommt es bereits an Tag eins zu einem Anstieg des Medians auf den
Maximalwert von 9,2 10°%/pl (3,5 10°%/ul - 14,1 10%ul), welcher an Tag zwei
gleichwertig bei 9,2 10%ul (5,3 103/l - 14,3 10%pl) persistiert. Wie graphisch
bereits sichtbar, kommt es daraufhin iiber Tag drei mit 8,6 10%/ul (5 10%/ul - 12,3
10%l) bis an Tag fiinf zu einem Riickgang des Medians auf den préoperativen
Wert von 6,8 10°/pl (4,3 10%/ul - 10,6 10°/pl).

Tabelle 6: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum der Leukozyten-Werte an den
funf Messzeitpunkten, angegeben in x 10%/pl

Tag 0 1 2 3 5
Median 5,3 6,8 71 6,2 6,3
Minimum 3,1 4.3 3,6 1,9 4,3
Maximum 11,6 12,3 12,4 11,9 9,4
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Der praoperative Median der Leukozytenzahlen der 20 Carotis-Patienten liegt im
unteren klinischen Normbereich bei 5,3 10°/ul (3,1 10°/pl - 11,6 10%/ul) und somit
bereits an Tag null tiefer als in der Studiengruppe. Auch postoperativ liegt die
Vergleichsgruppe im Median immer unter der Studiengruppe. An Tag eins kommt
es zu einem Anstieg des Medians auf 6,8 10%/ul (4,3 10%/ul - 12,3 10%/pl), welcher
an Tag zwei noch etwas weiter auf 7,1 10%/pl (3,6 10%/ul - 12,4 10°/ul) ansteigt und
hier einen Tag spater als in der Studiengruppe sein Maximum erreicht. Wie auch
hier bereits graphisch sichtbar, kommt es daraufhin iiber Tag drei mit 6,2 10°/ul
(1,9 10%pl - 11,9 10%/ul) bis an Tag fiinf zu einem Riickgang des Medians auf 6,3
103/l (4,3 103/l - 9,4 10%/l). Damit wird im Gegensatz zur Studiengruppe hier
jedoch der préaoperative Ausganswert an Tag funf nicht erreicht, da der Median
hier noch hoher liegt. Allerdings konnten an Tag funf sieben Carotis-Patienten
nicht mehr erfasst werden, da sie zu diesem Zeitpunkt bereits entlassen waren.

Diese Unterschiede in den beiden Gruppen werden in Abbildung finf deutlich,
welche die Leukozytenwerte beider Gruppen als Boxplots nebeneinander im
Vergleich zeigt. Hier wird auch nochmals deutlich, dass sehr viele Patienten in
ihrem Gesamtverlauf innerhalb des Normbereiches (gestrichelte Linie =

Maximalwert von 11,3 10%/l) liegen.

Leukozyten

14 H

12

Normbereich Max.
10 o
8 -
°] é

0 1 2 3 5

10°/ ul

Tag

[ Carotis-TEA
[ BAA

Abbildung 5: Verlauf der Leukozytenwerte der
Bauchaortenaneurysma-Patienten (grau) und Carotis-
Patienten (weil3) in G/l Uber die funf Messzeitpunkte,
dargestellt als Boxplots (Mediane, 5-, 25-, 75- und
95%-Perzentile). Die Obergrenze des Normbereiches
bei 11,3 10%ulist als gestrichelte Linie eingezeichnet.
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3.2.2 CRP-Verlauf

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Akutes Phase Protein, welches klinisch einen
gro3en Stellenwert als Suchtest und Verlaufskontrolle bei akut-entztindlichen,
nekrotisierenden und neoplastischen Erkrankungen innehat. Als Vorteil des CRP
gegenuber anderen Entzindungsparametern wie Leukozytenzahl oder
Blutsenkungsgeschwindigkeit gilt sein rascherer und steilerer Anstieg. Der

Normwert erstreckt sich beim Erwachsenen bis 5 mg/I.

CRP-Verlauf —e—0-02 CRP-Verlauf —sm
BAA —m0.03 Carotis +s-35
©0-04 s-37
0-09
350 -
—%—0-18 350 S38
—*—S-39
—e—0-19
——0-20 oS40
300 o 300 ——s41
0-23 ——S-44
0-24 S-45
250 0-25 250 546
0-26 S-47
0-27 554
200 028 200 ses
3 0-29 3 S-56
£ 0-30 S 557
150 | ——0-32 150 559
0% ——5-60
o /\
100 A 0-35 100 . set
0-42 S-62
—%—0-43 - S-63
50 —%—0-48 50 -
0-49 ,,///; e
——0-50 p —
. s —
0 : ‘ ‘ ‘ ——0-51 pa—— ! —
0 1 2 3 5 ——0-52 0 1 2 3 5
Tag ——0-58 Tag
Abbildung 6: CRP-Verlauf der Abbildung 7: CRP-Verlauf der Carotis-
Bauchaortenaneurysma- Patienten (S-22 — S-63) Uber
Patienten (BAA) (O-02 — O-58) die finf Messzeitpunkte
Uber die funf Messzeitpunkte in mg/l

in mg/l

Der graphische Verlauf der CRP-Werte der 28 BAA-Patienten weist in Abbildung
sechs sehr einheitliche Tendenzen auf. Mit Ausnahme eines Patienten kommt es
bereits an Tag eins zu einem grol3en Anstieg, welcher sich tber Tag zwei und drei
noch verstarkt, um bis Tag flinf wieder abzufallen. Hierbei steigen alle Patienten in
ihren CRP-Werten weit Uber den Normbereich hinaus. Maximal werden CRP-
Werte bis 305 mg/l erreicht, was das 30-fache der Obergrenze des Normbereiches

ist, wahrend es bei den Leukozyten an dieser Stelle lediglich das 1,4-fache ist.

39



Ergebnisse

Das Erste, was in der Gesamtschau der Patienten-CRP-Verlaufe der
Vergleichsgruppe (Abbildung sieben) auffallt, ist, dass im Vergleich zur
Studiengruppe hier die Werte um einiges niedriger sind. So liegt hier der maximal
erreichte Wert bei 130,6 mg/l, wahrend bei den BAA-Patienten mit 305 mg/| fast
das Dreifache gemessen wird. Zudem bleiben zwei Carotis-Patienten im
Gesamtverlauf innerhalb des Normbereiches. Auch hier ist ein Anstieg an Tag
eins, zwei und drei sichtbar, dem ein Abfall an Tag funf folgt, jedoch ist dieser
Verlauf bei weitem nicht so steil wie in der Studiengruppe. Bei Betrachtung des
Verlaufs der Mediane der CRP-Werte Uber die funf Messzeitpunkte wird dieser

Unterschied noch deutlicher (siehe Tabelle sieben und acht).

Tabelle 7: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum der CRP-Wete
an den funf Messzeitpunkten, angegeben in mg/I|

Tag 0 1 2 3 5

Median 1,95 52,15 148,3 156,7 80,4
Minimum 0,4 0,5 53,4 20,5 10,6
Maximum 10,6 94,4 260,7 305 287.,4

Der praoperative Median des CRP-Wertes der 28 BAA-Patienten liegt mit 1,95
mg/l (0,4 mg/l - 10,6 mg/l) im Normbereich. Postoperativ kommt es an Tag eins zu
einem starken Anstieg des Medians um das etwa 25-Fache, auf 52,15 mg/l
(0,5mgl/l - 94,4 mg/l). Dieser setzt sich Uber Tag zwei mit 148,3 mg/l (53,4 mg/l -
260,7 mg/l) bis an Tag drei mit 156,7 mg/l (20,5 mg/l - 305 mg/l) fort und fallt bis
an Tag 5 auf 80,4 mg/l (10,6 mg/l - 287,4 mg/l) wieder ab.

Tabelle 8: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum der CRP-Wete an den fiinf
Messzeitpunkten, angegeben in mg/l

Tag 0 1 2 3 5

Median 2,45 15,2 26,3 24,1 14,2
Minimum 0 53 8,2 8,2 7,6
Maximum 24,5 82,3 77,2 130,6 98,7

Der praoperative CRP-Wert der 20 Carotis—Patienten liegt im Median bei 2,45
mg/l (0 mg/l - 24,5 mg/l). Am ersten postoperativen Tag erfolgt auch in der
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Vergleichsgruppe ein Anstieg des Medians auf 15,2 mg/l (5,3 mg/l - 82,3 mg/l).
Hierbei handelt es sich um einen Anstieg um das 6,2-fache, ganz im Gegensatz
zu dem 25-fachen Anstieg in der Studiengruppe. An Tag zwei steigt der Median
der Vergleichsgruppe auf 26,3 mg/l (8,2 mg/l - 77,2 mg/l), um Uber Tag drei mit
24,1 mg/l (8,2 mg/l - 130 mg/l) bis auf Tag funf mit 14,2 mg/l (7,6 mg/l - 98,7 mg/l)
wieder abzufallen. Somit kommt es hier nicht nur zu einem weniger starken
Werteanstieg als in der Studiengruppe, sondern der Wertertickgang beginnt auch
bereits einen Tag friher als in dieser.

Im folgenden Boxplot-Diagramm (Abbildung acht) sind die beiden Gruppen im
Bezug auf ihre CRP-Werte gegenuber gestellt, was die Unterschiede noch klarer
vor Augen fuhrt. Im Gegensatz zur Leukozytenzahl wird hier der Normbereich
(gestrichelte Linie) in beiden Gruppen postoperativ zu jedem Zeitpunkt deutlich

Uberschritten.

C-reaktives Protein

300
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150 o

100 o

N %] l::£| é @
Normbereich Max.é
I——
0 1 2

3 5

Tag

[ Carotis-TEA
BAA

Abbildung 8: Verlauf der Leukozytenwerte der
Bauchaortenaneurysma-Patienten (grau) und Carotis-
Patienten (weil3) in G/I Uber die finf Messzeitpunkte,
dargestellt als Boxplots (Mediane, 5-, 25-, 75 und
95%-Perzentile). Obergrenze des Normbereichs bei 5
mg/l ist mit einer gestrichelten Linie eingezeichnet.
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3.3 Verlauf der von NF-kB abgeleiteten ZielgréRen

Im Folgenden sollen nun die einzelnen von NF-kB abgeleiteten Zielgrdf3en in
ihrem Verlauf betrachtet werden. Dabei wird ein Augenmerk auf Zeitpunkt,

Ausmald und Dauer etwaiger Verdnderungen gelegt.

3.3.1 NF-kB Bindungsaktivitat (NF-kB K)

Die NF-kB Bindungsaktivitat (NF-kB Kontrolle = NF-kB K = BA) bezeichnet den
unstimulierten, reinen NF-kB Wert, der an den jeweiligen Messzeitpunkten in PSL
(photostimulierte Lumineszenz) gemessen wird.

In Abbildung neun (BAA-Gruppe) und zehn (Carotis-Gruppe) ist der zeitliche
Verlauf der NF-kB Bindungsaktivitat Uber die funf Messzeitpunkte fir alle
Patienten einer Gruppe graphisch dargestellt. Werden diese Verlaufe der
einzelnen Patienten im Vergleich betrachtet, ist bereits auf den ersten Blick
ersichtlich, dass es sich hierbei um eine GroRe handelt, die an den einzelnen
Messpunkten sehr starke Unterschiede bei den verschiedenen Patienten aufweist.
In beiden Gruppen zeigen die Patienten eine grof3e Streubreite, wobei die
Vergleichsgruppe geringere Werteschwankungen innerhalb der Patientenverlaufe
aufweist. Zudem finden sich bei den Carotis-Patienten tendenziell niedrigere
Verlaufe, als bei den BAA-Patienten. Dies wird bereits dadurch deutlich, dass in
der Vergleichsgruppe 45% der Patienten in ihrem gesamten Verlauf tGber die funf
Messzeitpunkte mit ihrer NF-kB Bindungsaktivitat kleiner/gleich 5000 PSL bleiben,

wahrend es in der Studiengruppe nur 29% sind.
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Dieser Unterschied zeigt sich auch beim Vergleich der Mediane der NF-kB
Bindungsaktivitat der beiden Gruppen (siehe Tabellen neun und zehn). Auch hier
liegt die Vergleichsgruppe an allen Messzeitpunkten niedriger als die
Studiengruppe. Allerdings ist auch hier wieder eine grof3e Streubreite zu
beobachten. Bereits bei dem Median der NF-kB Bindungsaktivitat an Tag null wird
dies deutlich, da hier die Minima und Maxima grof3e Differenzen von etwa 28000
PSL in der Studiengruppe und etwa 25000 PSL in der Vergleichsgruppe
aufweisen. Im Verlauf des Medians uber die folgenden Messzeitpunkte bleibt
diese grol3e Streubreite ebenfalls bestehen.

Tabelle 9: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum der NF-kB
Bindungsaktivitdt (NF-kB K) an den fiinf Messzeitpunkten, angegeben in PSL

Tag 0 1 2 3 5
Median 7248,75 7950,60 8990,35 6977,10 7183,90
Minimum 1724,70 1084,20 972,50 515,60 599,30

Maximum 29810,40 37787,50 25406,20 23349,20 19835,60
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Tabelle 10: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum der NF-kB Bindungsaktivitat
(NF-kB K) an den funf Messzeitpunkten, angegeben in PSL

Tag 0 1 2 3 5

Median 4801,95 4520,20 4623,85 4583,70 6484,40
Minimum 1334,10 1646,50 1174,20 1471,30 2330,90
Maximum 26374,80 20075,60 21898,30 22080,50 22024,60

Zusammenfassend lasst sich in der Studiengruppe von Tag null mit einem Median
von 7248,75 PSL (1724,7 PSL — 29810,4 PSL) Uber Tag eins mit 7950,6 PSL
(1084,2 PSL — 37787,5 PSL) zu Tag zwei mit 8990,35 PSL (972,5 PSL — 25406,2
PSL) ein Werteanstieg der Bindungsaktivitat im Median beobachten. An Tag drei
sinkt die Bindungsaktivitat im Median unter den praoperativen Wert auf 6977,1
PSL (515,6 PSL — 23349,2 PSL) um an Tag funf wieder leicht auf 7183,9 PSL
(599,3 PSL - 19835,6 PSL) anzusteigen, aber immer noch unter dem
Ausgangswert zu bleiben (siehe Tabelle neun).

Indessen fallt der Werteanstieg der Bindungsaktivitat im Median in der
Vergleichsgruppe wahrend der ersten vier Tagen geringer aus als in der
Studiengruppe. Préaoperativ liegt hier der Median bei 4801,95 PSL (1334,1 PSL —
26374,8 PSL), sinkt an Tag eins auf 4520,2 PSL (1646,5 PSL — 20075,6 PSL),
steigt an Tag zwei wieder leicht auf 4623,85 PSL (1174,2 PSL — 21898,3 PSL),
um an Tag drei wieder minimal auf 4583,7 PSL (1471,3 PSL — 22080,5 PSL) zu
sinken. Lediglich an Tag funf Gbertrifft der Median mit 6484,4 PSL (2330,9 PSL —
22024,6 PSL) alle vorangegangenen Werte deutlich. Dieser finalen Anstieg findet
sich auch in der Studiengruppe wieder, wobei hier der praoperative Wert nicht
ubertroffen wird.

In der nachfolgenden Abbildung 11 wird der Verlauf der Mediane der
Bindungsaktivitat, wie oben beschrieben, als Boxplots dargestellt. Dies dient
daruber hinaus einer Gegenuberstellung der beiden Gruppen.
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Abbildung 11: Verlauf der NF-kB Bindungsaktivitat der
Bauchaortenaneurysma-Patienten (grau) und Carotis-
Patienten (weil3) in PSL Uber die finf Messzeitpunkte,
dargestellt als Boxplots (Mediane, 5-, 25-, 75 und
95%-Perzentile)

3.3.2 NF-kB Bindungsaktivitat relativ zu Tag null

Da die NF-kB Bindungsaktivitdt eine grof3e Streubreite aufweist, erscheint es
sinnvoller diese zum Zweck der Deskription jeweils fur die einzelnen Patienten an
den unterschiedlichen Messzeitpunkten auf Tag null zu beziehen. Somit ergeben
sich an Tag eins bis Tag funf Quotienten, um die sich die jewellige
Bindungsaktivitat im Vergleich zu Tag null verandert. Diese Zielgrof3e wird im
Folgenden als NF-kB Bindungsaktivitat relativ zu Tag null bezeichnet und besitzt

keine Einheit, da es sich hierbei lediglich um einen Multiplikationsfaktor handelt.
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Patienten (BAA) (O-02 — O-58) punkte

Uber die funf Messzeitpunkte

Wird zunéachst der graphische Verlauf der NF-kB Bindungsaktivitat relativ zu Tag
null der 28 Patienten der Studiengruppe betrachtet (Abbildung 12), zeigen sich
ebenfalls heterogene Verlaufe. Die meisten Patienten bewegen sich hierbei im
Bereich zwischen 0,25 und 2,5. Lediglich ein Patient (O-35) reil3t aus diesem Feld
aus und erreicht Werte bis 4,36. Die Vergleichsgruppe (Abbildung 13) liegt im
Vergleich zur Studiengruppe rein graphisch betrachtet mit ihren 20
Patientenverlaufen in einem engeren Bereich. Dieser erstreckt sich von > 0,5 bis <
2, wahrend der der BAA-Patienten eine Spannbreite von > 0,25 bis < 2,5 aufweist.
Am ersten postoperativen Tag liegen 18 Patienten in der Studiengruppe (64,3%)
im Bereich kleiner / gleich eins und die restlichen 10 Patienten (35,7%) im Bereich
grolBer eins. Somit ist an Tag eins bei weniger als der Halfte ein Anstieg der
Bindungsaktivitdt im Vergleich zum praoperativen Wert zu beobachten, wahrend
die Bindungsaktivitat der Mehrheit in demselben Zeitraum abféllt oder gleich bleibt.
Dies widerspricht dem, bei der absoluten Bindungsaktivitdt beobachteten Anstieg

an Tag eins.
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Auch in der Vergleichsgruppe liegt der Grof3teil mit 14 Patienten (70%) am ersten
postoperativen Tag im Bereich kleiner / gleich eins, wahrend nur sechs Patienten
(30%) uber eins liegen, was jedoch im Gegensatz zur Studiengruppe hier dem
Abfall des Medians der absoluten Bindungsaktivitéat an Tag eins entspricht.

Wird der Verlauf des Medians der Bindungsaktivitat in Relation zu Tag null in der
Studiengruppe betrachtet (vergleiche Tabelle 11), so lasst sich am ersten
postoperativen Tag einen Abfall des Medians auf 0,77 (0,54 — 3,75) beobachten,
der dort sein Verlaufsminimum erreicht, um an Tag zwei seinen Maximalwert bei
0,97 (0,45 — 4,36) zu erlangen und lber Tag drei mit 0,79 (0,26 — 1,41) bis an Tag
funf mit 0,78 (0,34 — 2,89) wieder fast auf den Wert an Tag eins abzusinken.

Tabelle 11: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum der NF-kB
Bindungsaktivitat relativ zu Tag null an den finf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5

Median 1,00 0,77 0,97 0,79 0,78
Minimum 1,00 0,54 0,45 0,26 0,34
Maximum 1,00 3,75 4,36 1,41 2,89

Im Verlauf des Medians der BA relativ zu Tag null in der Vergleichsgruppe, zeigen
sich im Gegensatz zur Studiengruppe kaum Veranderungen (vergleiche Tabelle
12). An Tag eins, zwei und drei bleibt er konstant bei 0,93 und steigt lediglich an
Tag funf auf 1,02 (0,55 - 1,39) an, wahrend in der Studiengruppe kein einziges Mal
ein Wert tber 1 erreicht wird. Wie auch schon graphisch beschrieben, weist auch
in die Abfolge der Zahlenwerte in der Vergleichsgruppe geringere Schwankungen
auf als in der Versuchsgruppe. Zudem liegt der Median der Vergleichsgruppe zu
jedem Messzeitpunkt, mit Ausnahme des zweiten Tages, Uber dem der

Studiengruppe, was bei der absoluten Bindungsaktivitat nie der Fall ist.

Tabelle 12: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum der NF-kB Bindungsaktivitat
relativ zu Tag null an den finf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5

Median 1,00 0,93 0,93 0,93 1,02
Minimum 1,00 0,55 0,52 0,50 0,55
Maximum 1,00 1,89 1,71 1,99 1,39
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Folgendes Boxplot-Diagramm (Abbildung 14) fuhrt den Unterschied zwischen den
beiden Gruppen noch einmal graphisch vor Augen. Die relative Konstanz der

Vergleichsgruppe im Gegensatz zur Versuchsgruppe ist hier offensichtlich.
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Abbildung 14: Verlauf der NF-kB Bindungsaktivitat relativ zu Tag
null der Bauchaortenaneurysma-Patienten (grau) und
Carotis-Patienten (weil3) tber die funf
Messzeitpunkte, dargestellt als Boxplots (Mediane, 5-,
25-, 75 und 95%-Perzentile)

3.3.3 NF-kB Aktivierungskapazitat

Die NF-kB Aktivierungskapazitat (NF-kB stimuliert / NF-kB K) bezeichnet das
Vielfache, um das die Bindungsaktivitdt durch Stimulation mit 10 ng TNF-a im
Vergleich zum unstimulierten Ausgangswert gesteigert werden kann und ist somit
ein durch in-vitro-Stimulation erzeugter Wert. Da es sich hierbei um einen

Quotienten handelt, besitzt diese Zielgrof3e keine Einheit.
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Abbildung 15: Verlauf der NF-kB Abbildung 16: Verlauf der NF-kB
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Bauchaortenaneurysma- Carotis-Patienten (S-22 — S-63)
Patienten (BAA) (O-02 — O-58) Uber die funf Messzeitpunkte

Uber die finf Messzeitpunkte

Bei der Betrachtung des graphischen Verlaufs der NF-kB Aktivierungskapazitat
der 28 Patienten der Studiengruppe (BAA) (Abbildung 15), wird ersichtlich, dass
zehn Patienten (35,7%), und somit weniger als die Halfte, in ihrem gesamten
Verlauf kleiner / gleich 1,5 bleiben. Die restlichen 18 Patienten (64,3%) erreichen
in ihrem Gesamtverlauf auch Werte dber 1,5, wobei der hdchste Wert eines
Patienten (O-19) hier bei 2,6 und der niedrigste Wert eines Patienten (O-50) bei
0,6 liegt. Kein einziger Patient bewegt sich in seinem Verlauf ausschliel3lich Gber
1,5 oder ausschlie3lich unter 1,0. Es muss allerdings vermerkt werden, dass hier
keine einheitlichen Tendenzen zu erkennen sind. Rein graphisch betrachtet, liegen
die meisten Patienten zwischen 1,0 und 1,5 und reil3en mit einzelnen Werten aus
dieser Spanne aus.

Der graphische Verlauf der NF-kB Aktivierungskapazitat der 20 Patienten der
Vergleichsgruppe (Abbildung 16) zeigt, dass 17 Patienten (85%), und somit
deutlich mehr als in der Studiengruppe mit 35,7%, in ihrem gesamten Verlauf
kleiner/gleich 1,5 bleiben. Die restlichen drei Patienten (15%) erreichen in ihrem
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Gesamtverlauf auch Werte tber 1,5, wobei der héchste Wert eines Patienten (S-
22; S-41) hier bei 1,6 und der niedrigste Wert eines Patienten (S-41) bei 0,7 liegt.
Somit sind in der Gruppe der Carotis-Patienten, im Vergleich zur Versuchsgruppe,
deutlich mehr Patienten zu finden, die in ihrem Gesamtverlauf unter 1,5 liegen.
Hierbei handelt es sich um eine Differenz von 49,3%. Umgekehrt weisen auch
deutlich weniger Patienten Werte tber 1,5 auf. In der Vergleichsgruppe finden sich
hier lediglich 15%, wahrend es in der Studiengruppe 64,3% sind. Zudem zeigen
sich bei den Carotis-Patienten maximal Werte bis 1,6, wahrend bei den BAA-
Patienten Spitzenwerte bis 2,6 erreicht werden. Aber genau wie in der BAA-
Gruppe bewegt sich in der Carotis-Gruppe kein einziger Patient in seinem Verlauf
ausschlieRlich tber 1,5 oder ausschlieBlich unter eins. Wie schon in der
Versuchgruppe sind auch hier kaum einheitliche Tendenzen zu erkennen. Rein
graphisch betrachtet liegen die meisten Patientenverlaufe der Vergleichsgruppe in
einem Bereich zwischen 0,8 und 1,3 und reil3en mit einzelnen Werten aus dieser
Spanne aus. Somit zeigt sich bereits graphisch, dass die Vergleichsgruppe im
Gesamtverlauf etwas tiefer liegt als die Versuchsgruppe. In Tabelle 13 und 14 wird
dies mit Hilfe des Medians der NF-kB AK deutlich.

Tabelle 13: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum der NF-kB
Aktivierungskapazitat an den fiinf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5

Median 1,21 1,15 1,14 1,05 1,35
Minimum 0,72 0,87 0,55 0,61 0,84
Maximum 2,44 2,36 1,78 2,57 2,53

Der praoperative Wert an Tag null hat in der Studiengruppe (Tabelle 13) einen
Median von 1,21 (0,72 - 2,44). Der grof3te Teil der Patienten liegt hierbei mit der
praoperativen Aktivierungskapazitat in dem Bereich zwischen >1 und < 1,5. In
diesem Bereich befinden sich 15 von 28 Patienten (53,6%). Zusammenfassend
verdeutlicht der Verlauf des Medians der Aktivierungskapazitat tber die flnf
Messzeitpunkte, dass der praoperative Wert mit 1,21 (0,72 - 2,44) im Vergleich zu
Tag eins mit 1,15 (0,87 - 2,36), Tag zwei mit 1,14 (0,55 - 1,78) und Tag drei mit
1,05 (0,61 - 2,57) hoher liegt. Postoperativ fallt er somit zun&chst Gber die ersten

drei Tage immer weiter ab, um dann jedoch an Tag finf sogar Uber den
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praoperativen Wert hinaus zu steigen und einen Wert von 1,35 (0,84 - 2,53) zu

erreichen.

Tabelle 14: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum der NF-kB
Aktivierungskapazitat an den funf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5

Median 1,14 1,14 1,07 1,09 1,01
Minimum 0,77 0,89 0,81 0,84 0,72
Maximum 1,58 1,63 1,51 1,47 1,53

In der Vergleichsgruppe (Tabelle 14) liegt der préoperative Wert der
Aktivierungskapazitat an Tag null bei einem Median von 1,14 (0,77 - 1,58). Der
grof3te Teil der Patienten liegt hierbei mit der préoperativen Aktivierungskapazitét
ebenfalls in dem Bereich zwischen >1 und < 1,5. In diesem Bereich befinden sich
12 von 20 Patienten (60%). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Verlauf
des Medians der Aktivierungskapazitat tber die funf Messzeitpunkte in der
Vergleichsgruppe weniger groBe Schwankungen aufweist. Bei der
Vergleichsgruppe gibt es eine maximale Differenz zwischen dem Median zweier
verschiedener Messzeitpunkte von 0,13, wéhrend in der Studiengruppe eine
Differenz von bis zu 0,30 zu finden ist. Der erste postoperative Wert in der Carotis-
Gruppe zeigt mit einem Median von 1,14 (0,89 - 1,63) gar keine Veranderung im
Vergleich zum praoperativen Wert. An Tag zwei féllt der Median etwas ab auf 1,07
(0,81 - 1,51), um an Tag drei geringfigig auf 1,09 (0,84 - 1,47) anzusteigen. Der
flnfte postoperative Tag zeigt mit 1,01 (0,72 - 1,53) den niedrigsten Wert von allen
Messzeitpunkten. In der Studiengruppe ist der Verlauf genau gegenlaufig.
Allerdings konnten sieben Patienten der Carotis-Gruppe an diesem Tag nicht
mehr erfasst werden, da sie bereits entlassen worden waren.

In der nachfolgenden Abbildung 17 ist der Verlauf der Mediane, wie oben
beschrieben, als Boxplots dargestellt und die beiden Gruppen gegentbergestellt.
Hier wird deutlich, dass der Median der Studiengruppe aufler an Tag drei zu
jedem Zeitpunkt Uber dem der Vergleichsgruppe liegt. Am grofdten ist der

Unterschied eindeutig an Tag funf.
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Abbildung 17: Verlauf der NF-kB Aktivierungskapazitéat der
Bauchaortenaneurysma-Patienten (grau) und Carotis-
Patienten (weil3) Uber die fiinf Messzeitpunkte,
dargestellt als Boxplots (Mediane, 5-, 25-,75 und
95%-Perzentile)

3.4 Verlauf der klinischen Scores

Zu jedem Messzeitpunkt wurden, zuséatzlich zu oben beschriebenen
laborchemisch erfassten Werten, Scorewerte fur die einzelnen Patienten anhand
klinischer Parameter berechnet (siehe Material und Methoden). Hierbei wurden
der SAPS Il und der APACHE Il Score bestimmt, deren Verlaufe im Folgenden

beschrieben werden sollen.

3.4.1 Verlauf des APACHE Il Scores

Der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il Score (APACHE II) erreicht
als prognostischer Score zur Schweregradklassifikation fir Intensivpatienten
Werte zwischen 0 und 68. Ein Normbereich im eigentlichen Sinne existiert hierbei
nicht. Ein gesunder Patient wirde abhéngig vom Alter Werte zwischen 0 und 6

erreichen.
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Abbildung 18: Verlauf des Acute Physiology Abbildung 19: Verlauf des Acute Physiology

and Chronic Health Evaluation and Chronic Health Evaluation
Il (APACHE Il) Scores der Il (APACHE Il) Scores der
Bauchaortenaneurysma- Carotis-Patienten (S-22 — S-63)
Patienten (BAA) (O-02 — O-58) Uber die finf Messzeitpunkte

Uber die finf Messzeitpunkte

Wird der graphische Verlauf des APACHE Il Scores der BAA-Patienten in der
Gesamtschau in Abbildung 18 betrachtet, sind kaum einheitliche Tendenzen und
nur geringe Werteanderungen innerhalb der einzelnen Patientenverlaufe
erkennbar. An Tag eins scheinen die Werte des Scores tendenziell anzusteigen
und danach Uber die folgenden Tage wieder etwas abzufallen. Klare Tendenzen
sind hierbei jedoch nicht auszumachen. Lediglich als aufféllig zu bezeichnen ist
der Verlauf von Patient O-19, der alle anderen Patienten ubersteigt und
Scorewerte bis 19 (Tag eins) erreicht, wahrend die tUbrigen Patienten maximal bis
zu einem Wert von13 gelangen.

Auch in der Gesamtschau der Vergleichsgruppe in Abbildung 19 sind kaum
einheitliche Tendenzen auszumachen. Auch hier steigen, rein graphisch
betrachtet, die Werte an Tag eins leicht an, um im Anschluss daran wieder etwas
zurtckzugehen. Insgesamt liegen die Werte der Carotis-Patienten auch minimal
niedriger, als die der BAA-Patienten. In der Vergleichsgruppe bricht ebenfalls ein
Patient (S-41) aus dem Kollektiv aus, da er mit Maximalwerten bis 14 hdhere

Werte als die restlichen Patienten erreicht, die hochstens Werte bis 12 aufweisen.
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Dieses uneinheitliche Gesamtbild spiegelt sich sehr deutlich im Median der
APACHE Il Scorewerte wieder (Tabelle 15 und 16). Dieser zeigt in der
Studiengruppe uUber den gesamten Erfassungszeitraum keinerlei Verdnderungen
und stagniert bei einem Wert von 7 (siehe Tabelle 15). Hierbei befinden sich
praoperativ innerhalb des dem Alter entsprechenden Normbereiches lediglich vier
Patienten (14,3%).

Tabelle 15: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum des Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE II) Scores an den funf
Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5
Median 7 7 7 7 7
Minimum 3 2 2 3 4
Maximum 10 19 14 17 15

Im Verlauf des Medians der APACHE Il Scorewerte der Vergleichsgruppe sind die
graphischen Tendenzen sichtbarer, als bei den BAA Patienten (vgl. Tabelle 16). In
dieser liegt der praoperative Median bei 6 (3 - 12). Hierbei befinden sich acht
Patienten (40%) in ihrem altersentsprechenden Normbereich, also knapp 25%
mehr als in der Studiengruppe. Am ersten postoperativen Tag steigt der Median
auf 7 (5 - 11) an um dber Tag zwei mit 6,5 (3 - 14) und Tag drei mit ebenfalls 6,5
(3 - 12) bis an Tag funf wieder auf 6 (3 - 14) abzufallen.

Tabelle 16: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum des Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation Il (APACHE Il) Scores an den finf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5
Median 6 7 6,5 6,5 6
Minimum 3 5 3 3 3
Maximum 12 11 14 12 14

Im folgenden Diagramm (Abbildung 20) sind die beiden Gruppen noch als
Boxplots einander gegenubergestellt. Auch hier werden die geringen
Werteveranderungen sehr deutlich sichtbar. Dartber hinaus lasst sich ablesen,
dass die Studiengruppe zu jedem Messzeitpunkt, aul3er Tag eins, hoher liegt als

die Vergleichsgruppe.
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Abbildung 20: Verlauf des Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation Il (APACHE Il) Scores der
Bauchaortenaneurysma-Patienten (grau) und Carotis-
Patienten (weil3) Uber die funf Messzeitpunkte (von
links nach rechts: Tag 0,1, 2, 3, 5), dargestellt als
Boxplots (Mediane, 5-, 25-,75 und 95%-Perzentile)

3.4.2 Verlauf des SAPS Il Scores

Der Simplified Acute Physiology 1l Score (SAPS 1I) dient ebenfalls als
prognostischer Score zur Schweregradklassifikation und erreicht Werte zwischen
0 und 163. Der altersabhangige Normbereich fir gesunde Patienten liegt hier
zwischen 0 und 18 (siehe Material Methoden).

Wird der graphische Verlauf des SAPS Il Scores der BAA-Patienten im
Ubersichtsdiagramm Abbildung 21 betrachtet, sind kaum einheitliche Tendenzen
erkennbar. An Tag eins scheint der Wert allgemein etwas anzusteigen, wahrend
an den restlichen Tagen Uberhaupt keine eindeutige Richtung mehr erkennbar ist.
Klare Tendenzen sind hier somit, wie bereits bei dem APACHE Il Score, nicht
auszumachen. Andererseits gibt es aber auch keine so deutlichen Ausrei3er wie
bei ersterem. Patient O-19 erweist sich wiederum als etwas aufféllig, da er auch
hier zum Grofiteil Uber dem restlichen Kollektiv liegt, allerdings mit einer

geringeren Differenz als bei dem APACHE Il Verlauf. Zudem féllt Patient O-25 ins
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Auge, der sich am ersten und zweiten postoperativen Tag deutlich Uber dem
Restkollektiv befindet.
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Abbildung 21: Verlauf des Simplified Acute Abbildung 22: Verlauf des Simplified Acute

Physiology Il (SAPS II) Scores Physiology Il (SAPS II) Scores
der Bauchaortenaneurysma- der Carotis-Patienten (S-22 —
Patienten (BAA) (O-02 — O-58) S-63) Uber die funf

Uber die finf Messzeitpunkte Messzeitpunkte

Der Verlauf des SAPS Il Scores im Ubersichtsdiagramm Abbildung 22 der Carotis-
Patienten zeigt ahnlich wenige einheitliche Tendenzen, wie bei den BAA-
Patienten. Auch hier kommt es rein graphisch an Tag eins zu einem leichten
Werteanstieg, der uber die darauf folgenden Tage wieder ricklaufig ist. Allerdings
weisen die Patienten innerhalb ihrer Verlaufe weniger Werteschwankungen auf als
in der Studiengruppe. Patient S-41 und S-59 rei3en nach oben hin aus und liegen
mit ihren Werten im Gesamtverlauf Uber dem restlichen Kollektiv. Die
Maximaldifferenz betragt hierbei sieben.

Tabelle 17 und 18 machen diese uneinheitlichen Tendenzen durch den Verlauf
des Medians deutlich. Préoperativ liegt der Median in der Studiengruppe bei 14 (7
- 20) (siehe Tabelle 17). Hierbei befinden sich lediglich sieben Patienten (25%) in
ihrem altersentsprechenden Normbereich. Am ersten postoperativen Tag kommt

es zu einem leichten Anstieg auf 15 (7 - 28), der an Tag zwei bei 15 (7 - 26)
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persistiert, um an Tag drei wieder auf 14 (7 - 23) zurickzufallen und diesen Wert

bis Tag funf beizubehalten.

Tabelle 17: Bauchaortenaneurysma-Patienten: Median, Minimum und Maximum des Simplified
Acute Physiology Il (SAPS II) Scores an den funf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5
Median 14 15 15 14 14
Minimum 7 7 7 7 7
Maximum 20 28 26 23 23
Tabelle 18: Carotis-Patienten: Median, Minimum und Maximum des Simplified Acute

Physiology Il (SAPS II) Scores an den fiinf Messzeitpunkten

Tag 0 1 2 3 5
Median 15 16,5 15 15,5 15,5
Minimum 9 9 7 7 7
Maximum 25 26 24 24 24

Auch der Verlauf des Medians der SAPS Il Scorewerte in der Vergleichsgruppe
weist keine nennenswerten Schwankungen auf (siehe Tabelle 18). Allerdings liegt
der Median der SAPS Il Scorewerte in der Vergleichsgruppe, aul3er an Tag zwei,
immer um 1 bis 1,5 hoher als in der Studiengruppe, was bei dem APACHE I
Score umgekehrt ist. Praoperativ findet sich ein Median von 15 (9 - 25), wobei 7
Patienten (35%) innerhalb ihrer altersentsprechenden, gesunden Norm liegen,
was 10% mehr sind als in der Studiengruppe. Diese Diskrepanz zwischen den
Gruppen ist geringer als beim APACHE Il Score. Postoperativ steigt der Median
an Tag eins auf 16,5 (9 - 26), fallt an Tag zwei wieder auf 15 (7 - 24), um an Tag
drei und funf wieder leicht auf 15,5 (7 - 24) anzusteigen. Auch hier sind also nur
sehr geringe Schwankungen beobachtbar.

Das folgende Boxplotdiagramm (Abbildung 23) stellt die oben beschriebenen
Verlaufe und Unterschiede noch im Gruppenvergleich heraus und macht deutlich,
dass die Versuchsgruppe im Median etwas tiefer liegt als die Vergleichsgruppe.

Von relevanten Unterschieden kann allerdings nicht gesprochen werden.
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Abbildung 23: Verlauf des Simplified Acute Physiology Il (SAPS 1)
Scores der Bauchaortenaneurysma-Patienten
(grau) und Carotis-Patienten (weil3) Gber die finf
Messzeitpunkte (von links nach rechts: Tag O,
1, 2, 3, 5), dargestellt als Boxplots
(Mediane, 5-, 25-,75 und 95%-Perzentile)

3.5 Korrelationsanalyse

Nachdem im Vorfeld nun alle ZielgroRen in ihrem Verlauf deskriptiv erlautert
wurden, sollen sie nun noch auf ihre Kreuzkorrelationen untereinander Uberprift
werden. Insbesondere soll hier der Frage nachgegangen werden, ob zwischen
den von NF-kB abgeleiteten Zielgréf3en, Korrelationen mit den oben genannten
Entzindungsparametern oder Scores bestehen. Die Korrelationsanalyse wurde
mit Hilfe des Spearmans Korrelationskoeffizienten durchgefihrt, wobei jeweils
eine der drei von NF-kB abgeleiteten Grol3en (BA oder BA relativ zu Tag 0 oder
AK) mit den Leukozytenwerten, CRP-Werten, den SAPS II-Werten und den
APACHE II-Werten korreliert wurden. Hierbei wurde einerseits die
Kreuzkorrelation an den verschiedenen Messzeitpunkten und andererseits die
Korrelation der NF-kB Zielgrol3e praopertiv, zu den postoperativen
Entziindungsparametern bzw. Scores, betrachtet.

Im Bezug auf die Bindungsaktivitat der Studiengruppe ergeben sich fast keine

statistisch signifikanten Korrelationen. Im Einzelnen zeigt die Bindungsaktivitat der
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BAA-Patienten weder mit den Leukozytenwerten noch mit den CRP-Werten oder
dem SAPS Il Score an den funf Messzeitpunkten eine signifikante
Kreuzkorrelation. Auch die préaoperative Bindungsaktivitat zeigt keine signifikante
Korrelation zu den postoperativen Entziindungs- oder Scorewerten. Lediglich zu
dem APACHE Il Score ergibt sich eine statistisch signifikante positive (r=0,05)
Kreuzkorrelation an Tag zwei (rsp = 0,385).

In der Vergleichsgruppe finden sich bei der Bindungsaktivitat mehr signifikante
Korrelationen als in der Studiengruppe, wobei es sich hier um gegenlaufige
Korrelationen handelt. So zeigt sich an Tag funf eine signifikant (r=0,05)
gegensinnige Kreuzkorrelation zum CRP-Wert (rsp= -0,687) und am selben Tag
eine hochsignifikant (r=0,01) gegensinnige Kreuzkorrelation zum SAPS II-Wert
(rsp=-0,624) und APACHE II-Wert (rsp=-0,752). Auch an Tag eins findet sich eine
hochsignifikant gegensinnige Kreuzkorrelation zum SAPS II-Wert (rsp=-0,568).
Ebenso finden sich signifikant gegensinnige Kreuzkorrelationen (r=0,05) zwischen
der praoperativen Bindungsaktivitat und dem postoperativen CRP-Wert an Tag
funf (rsp=-0,685), dem postoperativen SAPS II-Wert an Tag eins (rsp=-0,473) und
Tag funf (rsp= -0,698) und dem postoperativen APACHE II-Wert an Tag funf (rsp=-
0,808), wobei es sich bei beiden letzteren um hochsignifikant negative
Korrelationen handelt (r=0,01).

Bei der Korrelationsanalyse der Bindungsaktivitat relativ zu Tag null findet sich in
beiden Gruppen lediglich eine signifikante Korrelation. Diese ergibt sich als
signifikant gegensinnige Kreuzkorrelation (r=0,05) in der Studiengruppe an Tag
eins mit dem SAPS II-Wert (rsp=-0,438). Auch bezuglich der Aktivierungskapazitat
ergibt sich in beiden Gruppen nur eine einzige statistisch signifikante Korrelation:
Die préoperative Aktivierungskapazitat der Studiengruppe ist hierbei signifikant
gegensinnig (r=0,05) mit dem CRP-Wert am ersten postoperativen Tag korreliert
(rsp=-0,393). Somit finden sich insgesamt sehr wenig statistisch signifikante
Korrelationen.

Allerdings féllt bei der Betrachtung der Korrelation der praoperativen
Bindungsaktivitat bzw. Aktivierungskapazitat mit den postoperativen Scorewerten
auf, dass in der Studiengruppe die Korrelationen zwischen der praoperativen
Bindungsaktivitat oder Aktivierungskapazitat mit den klinischen Scores vorwiegend

positiv sind, wahrend sie bei der Vergleichsgruppe vorwiegend negativ sind.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Die Sepsis stellt ein haufiges, komplexes und schwerwiegendes Problem auf
Intensivstationen dar (Engel et al. 2007) und ist daher unter anderem mit enormen
Kosten fir das Gesundheitssystem verbunden (Daniels 2007). Trotz hoher
Inzidenz- und Mortalitatsraten sind ihre pathophysiologischen Vorgange noch nicht
ganzlich aufgeklart.

In der Pathogenese scheinen sowohl eine Uberregulation der inflammatorischen
Immunantwort, als auch eine potentielle Immunparalyse eine Rolle zu spielen
(Hotchkiss et al. 2003). Hierzu existieren einerseits Theorien, die davon ausgehen,
dass es initial zu einer Uberregulation im Sinne eines SIRS (Systemic
Inflammatory Response Syndrom) kommt, welche dann eine Phase der
kompensatorischen, anti-inflammatorischen Antwort nach sich zieht (Gogos et al.
2000). Andererseits gibt es auch Untersuchungen, die zeigen, dass eine
Immunparalyse als Erstreaktion moéglich ist (Weighardt et al. 2002).

Diese gegensatzlichen Befunde belegen die Notwendigkeit eines immunologisch-
inflammatorischen Monitorings in der Klinik, um besonders geféahrdete Patienten
zu identifizieren und adaquat zu therapieren.

Der Transkriptionsfaktor Nuklearer Faktor kappa B (NF-kB) hat in der Regulation
des Immunsystems eine entscheidende Bedeutung, da er sowohl eine pro- als
auch eine anti-inflammatorische Wirkung vermittelt (Lawrence et al. 2001). Er
scheint somit auch in der Pathophysiologie der Sepsis eine wichtige Rolle zu
spielen (Liu & Malik 2006). In Patientenstudien gibt es Hinweise, dass die
verstarkte Aktivitdt von NF-kB als Préadikator flr einen unginstigen septischen
Verlauf herangezogen werden kann (Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000;
Paterson et al. 2000). Diese erhohte Aktivitdt kann sich zum einen erst im Verlauf
der Sepsis entwickeln (Paterson et al. 2000) oder z.B. schon praoperativ
festgestellt werden (Foulds et al. 2001) und korreliert positiv mit einem letalen
Ausgang. Andererseits herrscht Gewissheit, dass es ohne funktionierenden NF-kB
Signalweg zu einer verstarkten Anfalligkeit fir die Entwicklung einer Sepsis kommt

(Gadjeva et al. 2004) und, dass eine ausreichende Aktivitdt von NF-kB fir die
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Terminierung einer Entzindung noétig ist, um eine angemessene anti-
inflammatorische Antwort zu vermitteln (Hayden et al. 2006).

Diese Befunde unterstreichen zum einen, dass die Messung der Aktivitat von NF-
kB mdglicherweise zum inflammatorischen Monitoring der Sepsis herangezogen
werden kann. Zum anderen deuten die gegenséatzlichen Befunde an, dass die
genauen Mechanismen, in die der NF-kB Signalweg eingebunden ist, noch nicht
exakt verstanden sind und es somit noch unklar ist, ob NF-kB nun ein eher
schadlicher oder eher protektiver Faktor in der Sepsis ist (Senftleben 2003).

Zur Bestimmung des Aktivitatszustandes der NF-kB Signalkaskade werden von
verschiedenen Wissenschaftlern unterschiedliche Methoden angewendet, die zum
Groldteil keinen Vergleich der einzelnen Studien untereinander ermoglichen
(Bohrer et al. 1997; Nolan et al. 2000; Foulds et al. 2001). Den Goldstandard zur
Messung der NF-kB Aktivitat stellt der Electromobility Shift Assay (EMSA) dar, der
die DNA-Bindungsaktivitat der einzelnen NF-kB Proteine direkt anzeigt. Allerdings
erlaubt der radioaktive Assay nur eine halbquantitative Aussage. Als Bezug
werden abermals verschiedene Aspekte herangezogen, wie z.B. die Aktivitat eines
gesunden Kollektives (Arnalich et al. 2001) oder die Aktivitat derselben Person am
ersten gemessenen Zeitpunkt (Bohrer et al. 1997). Diese unterschiedlichen
Herangehensweisen erschweren den Vergleich zusatzlich.

Die vorliegende Studie baut vor diesem Hintergrund auf einer vorangegangenen
Dissertation auf, die sich mit der Etablierung und Evaluation einer standardisierten
Methodik zur quantitativen Bestimmung der NF-kB Aktivierungskapazitat in
humanen Blutzellen mittels EMSA beschaftigte (Cordes 2008). Fur diese Arbeit
wurde die NF-kB Aktivitdt in mononukledren Zellen und T-Zellen gesunder
Probanden untersucht. Die hierbei gewonnenen Ergebnisse belegten, dass
Immunzellen gesunder Probanden in deutlichem Umfang in der Lage waren, auf
einen inflammatorischen Reiz im Sinne einer verstarkten p50/p65 Aktivitat zu
reagieren. Die Kapazitat dieser Aktivierung erwies sich dabei am geeignetsten zur
Beschreibung des Funktionszustandes des NF-kB Signalweges. Eine
Einzelmessung einer unkontrollierten NF-kB Aktivitat erschien hier aufgrund der
grol3en individuellen Streuung weniger geeignet.

Die vorliegende Studie sollte nun diese im Vorfeld evaluierte und etablierte
Methodik auf ein krankes Patientenkollektiv. anwenden, um deren

Ausweitungsmaglichkeit auf nicht gesunde Probanden zu Uberprufen.
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4.2 Probandenkollektiv

Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs wurde in mononukledren Zellen des
peripheren Blutes in der perioperativen Phase bei Patienten mit ausgedehnten
abdominellen gefal3chirurgischen Eingriffen untersucht. Das schwere chirurgische
Trauma diente als Modell der systemisch ablaufenden pathophysiologischen
Vorgange, wie sie zum Beispiel beim SIRS ablaufen, da es bekanntlich im
Rahmen grol3er operativer Eingriffe regelhaft zu vergleichbaren inflammatorischen
Prozessen kommt (Dietz & Daniel 2000; Hamilton-Davies et al. 1997; Janssens &
Hanrath 1994). Die Kontrollgruppe besteht aus Patienten mit gering
traumatisierenden gefal3chirurgischen Eingriffen.

Die Studiengruppe bildete sich aus 28 Patienten, welche eine
Bauchaortenaneurysma Operation erhielten, wahrend die Vergleichsgruppe aus
20 Patienten bestand, bei denen eine Carotis Thrombendarteriektomie (TEA)
durchgefiihrt wurde. Die Carotis-Operation ist hierbei deutlich kirzer, weniger
invasiv und mit einem besseren postoperativen Outcome verbunden, so dass
diese Probandenkonstellation die Unterscheidung von Bagatelltrauma-assoziierten
Effekten einerseits, von Vorgangen, die bei schwer traumatisierenden operativen
Eingriffen und SIRS von Bedeutung sind andererseits, ermdglicht.

Hinsichtlich der demographischen Daten ist zu vermerken, dass sich die beiden
Gruppen lediglich in zwei Punkten unterscheiden, namlich im Bezug auf die
Geschlechterverteilung und die Apoplexrate. Die Geschlechterverteilung zeigt eine
starke Diskrepanz. Wahrend in der Versuchsgruppe das Verhdltnis
weiblich/ménnlich 1/27 ist, liegt es in der Vergleichsgruppe bei 11/9. Dieser
Unterschied lasst sich fur die Versuchsgruppe durch die Epidemiologie des
zugrunde liegenden Krankheitsbildes erklaren. Das allgemeine
Geschlechterverhéltnis bei Bauchaortenaneurysmen liegt hier bei eins zu funf
(weiblich zu mannlich) (Singh et al. 2001). Was die Stenosen der Arteria Carotis
interna betrifft, liegt hier eine &ahnliche Geschlechterverteilung vor. Auch hier
erkranken deutlich mehr Manner als Frauen (Eckstein et al. 1999). Diese Tatsache
erklart das Geschlechterverhéltnis in der Vergleichsgruppe nur bedingt, da hier
mehr Frauen als Mé&anner operiert wurden. Vor diesem Hintergrund muss die
Geschlechterverteilung der Carotis Patienten als zufallsbedingt betrachtet werden,

da bei der Auswahl der Patienten das Geschlecht nicht berlcksichtigt wurde.
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Eine zweite eindeutige Diskrepanz zwischen den beiden Gruppen besteht in der
Haufigkeit von Apoplex als Vorerkrankung, welche in der Vergleichsgruppe mit
50% deutlich hoher liegt als in der Studiengruppe mit 4%. Dies lasst sich
allerdings eindeutig auf die Grunderkrankung zurtckfuhren, da Stenosen der ACI
ein eindeutiger Risikofaktor fir Schlaganfélle sind und hierbei 18% aller
Schlaganfélle auf dieses Krankheitsbild zurlckzufihren sind (siehe Erlanger
Schlaganfallregister). Somit ist es nicht erstaunlich, dass in der Vergleichsgruppe

deutlich mehr Schlaganfalle auftreten als in der Studiengruppe.

4.3 Verlauf laborchemisch standardisierter Entziindungsparameter

Im Rahmen grof3er operativer Eingriffe kommt es initial zu einer gesteigerten
systemischen Entzindungsreaktion durch Traumatisierung von Gewebe,
ausgepragten Blutverlust mit Stérungen der Mikrozirkulation und inadéaquater
Gewebsoxygenierung, vor allem im Bereich des Splanchnikusgebietes (Janssens
& Hanrath 1994; Hamilton-Davies et al. 1997; Dietz & Daniel 2000; Chang et al.
2009). Diese Beobachtungen konnten in der vorliegenden Studie anhand des
postoperativen Anstiegs der Leukozytenzahl und des C-reaktiven Proteins
bestatigt werden.

Im Bezug auf die Leukozytenzahl scheint das operative Trauma eine relativ
einheitliche Reaktion hervorzurufen. In beiden Studiengruppen kommt es hierbei
postoperativ zu einem reaktiven Anstieg der Leukozytenzahl, welche bereits am
ersten postoperativen Tag sichtbar ist und relativ rasch ab Tag drei wieder
ricklaufig wird. Hierbei liegt der Median der Leukozytenzahl der Vergleichsgruppe
zu jedem Messzeitpunkt unter dem der Studiengruppe, wobei in der
Studiengruppe Maximalwerte bis 14,3 10°%/ul erreicht werden, wahrend in der
Vergleichsgruppe nur ein Maximum bis 12,4 10%/ul zu verzeichnen ist. Dariiber
hinaus wird der Maximalwert des Medians in der Vergleichsgruppe erst an Tag
zwei und nicht bereits an Tag eins, wie in der Studiengruppe erreicht. Das kdnnte
darauf hindeuten, dass ein grof3eres Trauma, wie es in der BAA-Gruppe auftritt, zu
einer hoheren und gleichzeitig schnelleren Leukozytenaktivierung fihrt, was sich
in der Leukozytenzahl widerspiegelt. Dies wird durch mehrere wissenschaftliche
Studien belegt. Die neuesten aus dem Jahr 2008 und 2009 beobachteten &hnliche

Verhaltnisse fur die Leukozytenzahl bei Patienten mit thorakalen
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Aortenaneurysma-Operationen (Eggebrecht et al. 2008; Chang et al. 2009). Ein
weiterer Unterschied zwischen den beiden Gruppen liegt darin, dass in der
Studiengruppe an Tag funf im Median wieder der praoperative Ausganswert
erreicht wird, wahrend die Vergleichsgruppe hier noch uber dem Tag null Wert
liegt. Erklaren lie3e sich das so, dass an Tag funf in der Vergleichsgruppe bereits
sieben von 20 Patienten nicht mehr erfasst werden konnten, deren
Allgemeinzustand zu diesem Zeitpunkt bereits so gut war, dass sie entlassen
werden konnten. Wird die These von oben weitergefihrt, waren das
wahrscheinlich diejenigen Patienten mit der geringeren Leukozytenzahl, da es
ihnen bereits klinisch besser ging. Somit wurden an Tag funf nunmehr Patienten
mit hoheren Leukozytenzahlen erfasst, was sich in einem ho6heren Median
widerspiegelt, als der der BAA-Gruppe, in der alle Patienten gleichermal3en
erfasst werden konnten. Die Tatsache, dass in der Vergleichsgruppe bereits der
Ausgangswert um 1,5 10°/pl niedriger als in der Studiengruppe liegt, kénnte darauf
hindeuten, dass die BAA-Patienten sich auch praoperativ durch ihre
schwerwiegendere Grunderkrankung von den Carotis-Patienten unterscheiden.
Trotz allem kommt es in keiner der beiden Gruppen im Median zu einem Anstieg
tiber den Normbereich von 4,3 10%/pl — 10 10%pl, wobei sich knapp die Halfte der
Studiengruppe und % der Vergleichsgruppe im Gesamtverlauf unter der
Obergrenze bewegen. Das bedeutet, dass der Leukozytenanstieg zwar sichtbar ist,
aber genau genommen keine so groRen Spitzen zeigt, wie es bei schweren
Infektionen oder Tumorerkrankungen zu erwarten ware. Somit ist dieser Anstieg
mit grof3er Wahrscheinlichkeit lediglich auf die Operation zurtickzufihren. Zudem
zeigt dies, dass es postoperativ zu keinem stark klinisch relevanten
inflammatorischen Geschehen, wie man es bei einer Sepsis oder SIRS erwarten
wirde, kommt und die Patienten zum Grol3teil komplikationslos operiert wurden.

Beim CRP-Wert ist ebenfalls ein eindeutiger postoperativer Anstieg sichtbar,
welcher die Zunahme der Leukozytenzahl weit Ubertrifft. Dieser Wert reagiert
normalerweise deutlich sensibler als die Leukozytenzahl auf operative Traumen
(Eggenbrecht et al. 2008). So werden in der Studiengruppe beispielsweise
Maximalwerte erreicht, die das 30,5-fache der Obergrenze des Normbereiches
sind, wahrend es bei den Leukozyten an dieser Stelle lediglich das 1,4-fache ist.
Somit I6st das durch die Operation gesetzte Trauma einen eindeutig reaktiven

Anstieg der CRP-Konzentration aus, welcher um einiges steiler und héher verlauft

64



Diskussion

als der der Leukozytenzahl. Zudem scheint dieser Anstieg auch langer zu
persistieren, als der der Leukozyten. Auch diese Beobachtung wird in der oben
erwéhnten, im Jahre 2008 von Eggenbrecht et al. durchgefiihrten, Studie bestatigt
(Eggenbrecht et al. 2008). Der bereits bei den Leukozyten deutliche
Gruppenunterschied ist beim CRP-Wert noch viel auffalliger. Wéahrend
beispielsweise in der Studiengruppe Maximalwerte bis 305 mg/l erreicht werden,
finden sich in der Vergleichsgruppe nur Maxima bis 130,6 mg/l. Zudem kommt es
in der Vergleichsgruppe, im Vergleich zur Studiengruppe, zu einem weniger
starken Anstieg der CRP-Werte bis Tag zwei. Bereits einen Tag friher als bei der
Studiengruppe fallen diese Werte wieder ab. Somit wird auch hier, wie bereits
beim Leukozytenverlauf, deutlich, dass das groRere Trauma der Aneurysma-
Operation eine deutlich groRere reaktive Antwort nach sich zieht, als das geringe

Trauma der Carotis-Operation.

4.4 Verlauf der von NF-kB abgeleiteten ZielgroRRen

In vitro Studien haben gezeigt, dass alle oben genannten trauma-assoziierten
Faktoren zellulare Signaltransduktionswege induzieren konnen (Flohe et al. 1997,
Abraham 2000; Guha & Mackman 2001; Chen LY et al. 2009). Es handelt sich
dabei um spezifisch aktivierbare, kaskadenférmig ablaufende, molekulare
Mechanismen, wodurch die Zelle auf extrazellulare ,Stresssignale”, wie sie
zusammen mit Ischamie/Reperfusion, Bakteriamie und oxidativem Stress
auftreten, reagiert. Tiermodelle zeigen ubereinstimmend, dass eben diese
Prozesse, wie sie auch im Verlauf grof3er chirurgischer Eingriffe auftreten kénnen,
zur Aktivierung des in dem vorliegenden Projekt betrachteten IKK/NF-kB Systems
fuhren (Chang et al. 2001; Kato et al. 2002; Theo et al. 2002; Kuboki et al. 2008).
Ferner sind im Tiermodell Sepsis, ARDS und Multiorganversagen mit einer
Aktivierung von NF-kB assoziiert (Shenkar et al. 1996; Abraham 2000; Gjertsson
et al. 2001; Liu & Malik 2006). Es gibt Hinweise, dass NF-kB in der Frihphase von
Entzindungsreaktionen  Uber positive  RuUckkopplungsmechanismen und
andauernde Transkription proinflammatorischer Gene die Inflammation unterhalt
oder gar weiter aufschaukelt. Allerdings kommt es im weiteren Verlauf auch zur
Induktion antiinflammatorischer Gene durch NF-kB, wodurch es auch an der

Auflésung einer Inflammation entscheidend beteiligt ist (Lawrence et al. 2001).
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Vor diesem Hintergrund soll nun der Frage nachgegangen werden, ob in der
vorliegenden Studie hinsichtlich Zeitpunkt, Ausmafd und Dauer der Veranderung
der Bindungsaktivitat und der Aktivierungskapazitat von NF-kB in mononuklearen
Zellen bei Patienten mit schwerem und leichtem chirurgischen Trauma
Unterschiede bestehen. Bereits durch den Verlauf von CRP und Leukozyten
wurde deutlich, dass es zu einer inflammatorischen Reaktion auf das Trauma
kommt. Nun stellt sich die Frage, inwieweit dies auch im NF-kB System sichtbar

Zu machen ist.

4.4.1 NF-kB Bindungsaktivitat (NF-kB K)

Die NF-kB Bindungsaktivitat (NF-kB Kontrolle = NF-kB K = BA) bezeichnet den
unstimulierten, reinen NF-kB Wert, der an den jeweiligen Messzeitpunkten in PSL
gemessen wird. Im Vergleich der beiden Gruppen, kdénnen hier Unterschiede
hinsichtlich Zeitpunkt, Ausmafl3 und Dauer der Veranderung der NF-kB
Bindungsaktivitat festgestellt werden.

Zusammenfassend wird in der Studiengruppe postoperativ einen Werteanstieg der
Bindungsaktivitat im Median bis zu einem Peak an Tag zwei beobachtet. An Tag
drei fallt sie unter den praoperativen Wert, um an Tag funf wieder leicht
anzusteigen, aber immer noch unter dem Ausgangswert zu bleiben. Dieser Verlauf
konnte dafur sprechen, dass es durch das Trauma der Operation zu einer
Aktivierung von NF-kB kommt, was bereits, wie oben beschreiben, in etlichen
Studien belegt ist (Chang et al. 2001; Kato et al. 2002; Theo et al. 2002; Kuboki et
al. 2008). Der Abfall an Tag drei unter den praoperativen Wert konnte als eine Art
~Erschopfungsreaktion“ gedeutet werden, der eine Regenerationsphase folgt,
welche im Anstieg an Tag funf sichtbar wird.

In der Vergleichsgruppe zeigt sich hingegen wéahrend der ersten vier Tage kein so
groler Werteanstieg der Bindungsaktivitait im Median, wie das in der
Studiengruppe der Fall ist. Lediglich an Tag funf dbertrifft der Median alle
vorangegangenen Werte deutlich. Somit scheint die Carotis TEA Operation kaum
eine Aktivierung des NF-kB Systems hervorzurufen, was ihren Status als
vergleichendes Bagatelltrauma verdeutlicht. Der finale Anstieg der
Bindungsaktivitat an Tag funf muss wahrscheinlich auf die Tatsache zurtickgefthrt
werden, dass zu diesem Zeitpunkt bereits sieben Patienten der Vergleichsgruppe

nicht mehr erfasst werden konnten, da sie aufgrund ihres guten
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Allgemeinzustandes aus der stationdren Behandlung entlassen worden waren.
Somit wurden an diesem Punkt nur noch Patienten mit potentiell schlechterem AZ
erfasst, was sich in einer hoheren Bindungsaktivitat widerspiegelt. Zudem liegt der
Median der NF-kB Bindungsaktivitit der Vergleichsgruppe zu jedem
Messzeitpunkt unter dem der Versuchsgruppe mit einer Maximaldifferenz von
etwa 4300 PSL an Tag 2. Wie schon bei dem Median der Leukozytenzahl
beobachtet, liegt die NF-kB Bindungsaktivitat der BAA-Patienten auch préoperativ
Uber der der Carotis-Patienten. Diese Tatsache kdnnte sich ebenfalls wieder auf
die schwerwiegendere Grunderkrankung der Studiengruppe zurtickfiihren lassen,
die sich somit bereits praoperativ auch in der Bindungsaktivitat zeigt.

Somit sieht man hier, wie auch schon bei den Leukozyten und CRP-Werten, einen
Unterschied zwischen dem Einfluss des schweren Traumas und des
Bagatelltraumas auf die NF-kB Bindungsaktivitdt. Wahrend diese durch das
schwere Trauma der BAA-Operation im Median aktiviert wird, zeigt sich bei der

Carotis TEA keine Aktivierung, sondern sogar ein leichter Abfall.

4.4.2 NF-kB Bindungsaktivitat relativ zu Tag null

Da die NF-kB Bindungsaktivitat eine sehr grof3e Streubreite aufweist, erscheint es
sinnvoll, diese jeweils fur die einzelnen Patienten an den unterschiedlichen
Messzeitpunkten auf Tag null zu beziehen, &hnlich wie bei Béhrer et al. (Bohrer et
al. 1997). Somit ergeben sich an Tag eins bis funf Quotienten, um die sich die
jeweilige Bindungsaktivitdt im Vergleich zu Tag null verandert. Diese Zielgréf3e
wird im Folgenden als NF-kB Bindungsaktivitat relativ zu Tag null (BA rel. 0)
bezeichnet und besitzt keine Einheit, da es sich hierbei lediglich um einen
Multiplikationsfaktor handelt.

Zusammenfassend sind auch hier in der Studiengruppe groRere Verdnderungen
wahrnehmbar als in der Vergleichsgruppe. Erstere erreicht ihr postoperatives
Maximum des Medians der BA rel. O ebenfalls an Tag zwei, um danach wieder
zuruickzugehen, wéhrend die Vergleichsgruppe Uber Tag eins, zwei und drei
konstant bleibt, um erst wieder an Tag funf anzusteigen, wie auch schon bei der
absoluten BA beobachtet. Allerdings muss festgehalten werden, dass hier der
Median der BA rel. 0 in der Vergleichsgruppe an allen postoperativen Tagen aulder
Tag zwei Uber dem der Studiengruppe liegt, was bei der absoluten BA genau

umgekehrt ist. Dartiber hinaus wird in der Studiengruppe zu keinem und in der
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Vergleichsgruppe nur an einem Zeitpunkt postoperativ ein grol3erer Wert als eins
erreicht. Dies bedeutet, dass die Bindungsaktivitat postoperativ bei dem Grol3teil
der Patienten nicht den préaoperativen Ausganswert Uberschreitet sondern
tendenziell niedriger liegt. Somit findet eigentlich keine Aktivierung der reinen BA
Uber den Ausganswert hinaus statt. Und damit muss die bei der absoluten BA
beobachtete Aktivierung von NF-kB auf die zu grof3e Streuung zurickgefuhrt
werden und kann nicht als gegebene Tatsache interpretieren werden.
Wahrscheinlicher ist, dass es hier postoperativ initial zu einer Art
~mmunparalyse* kommt, welche auch von Adib-Conquy et al. bereits als mdgliche
Konstellation beschrieben wurde, bei der es posttraumatisch zu einem Ruckgang
der NF-kB Aktivitat kommt (Adib-Conquy et al. 2000 + 2001). Trotz allem ist aber
auch bei dieser GroRRe der Unterschied zwischen beiden Gruppen sichtbar, da in
der Studiengruppe nach einem postoperativen Abfall der BA rel. 0, ein mit gro3er
Wahrscheinlichkeit auf die Operation zuriickzufiihrender, reaktiver Anstieg erfolgt,
welcher bei seinem Peak an Tag zwei Uber dem Median der Vergleichsgruppe
liegt. Unterdessen sind in der Vergleichsgruppe keine relevanten Veranderungen
beobachtbar.

4.4.3 NF-kB Aktivierungskapazitat

Die NF-kB Aktivierungskapazitat (NF-kB stimuliert / NF-kB K) bezeichnet das
Vielfache, um das die Bindungsaktivitdt durch Stimulation mit 10 ng TNF-a im
Vergleich zum unstimulierten Ausgangswert gesteigert werden kann und ist somit
ein durch in-vitro-Stimulation erzeugter Wert. Da es sich hierbei um einen
Quotienten handelt, besitzt diese ZielgroRe keine Einheit.

Auch bei dieser Gro3e finden sich wieder Unterschiede in Umfang, Dauer und
Ausmal’ der Veranderungen zwischen beiden Gruppen.

In der Studiengruppe fallt der Median vom préoperativen Wert von 1,21
postoperativ zunéchst Gber die ersten drei Tage immer weiter bis auf 1,05 ab, um
dann jedoch an Tag funf sogar Gber den praoperativen Wert auf 1,35 anzusteigen.
Das konnte so gedeutet werden, dass die Patienten initial, im préoperativen,
gesunden Zustand noch relativ viele Kapazitaten in ihrem inflammatorischen
System besitzen, die durch Stimulation mit TNF-a aktiviert werden kénnen. Durch
das Trauma der Operation gehen diese Kapazitdten zunachst tber die ersten drei

postoperativen Tage zurlick, da der Koérper hier bereits inflammatorisch tatig ist
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und dadurch weniger ,inflammatorische Ressourcen“ besitzt. Der Anstieg an Tag
funf konnte auf eine Erholung hinweisen und bedeuten, dass die Patienten jetzt
wieder mehr inflammatorische Kapazitaten besitzen, die gerade nicht mobilisiert
sind. Die Tatsache, dass dieser terminale Anstieg den praoperativen Wert
Ubertrifft, konnte so interpretiert werden, dass der Koérper nach einem
stattgehabten inflammatorischen Ereignis in der Erholungsphase - durch diese vor
kurzem stattgefundene inflammatorische Aktivitat - mehr Ressourcen besitzt, die
aktiviert werden kénnen. Durch eben dieses inflammatorische Ereignis wirde also
eine Art ,Triggerung“ des Immunsystems stattfinden, was sich dann auch in der
NF-kB Aktivierungskapazitdt widerspiegelt. Dies wirde im Umkehrschluss
wiederum die Tatsache erklaren, dass bereits die praoperative AK in der
Studiengruppe im Median mit 1,21 hoéher liegt als in der Vergleichsgruppe mit
1,14, da die BAA-Patienten durch den permanenten Stimulus ihre
schwerwiegendere Grunderkrankung bereits der oben beschriebenen ,Triggerung*
unterliegen und somit von Anfang an tber gro3ere Kapazitaten verfligen.

Der erste postoperative Wert in der Carotis-Gruppe zeigt mit einem Median von
1,14 gar keine Veranderung im Vergleich zum préoperativen Wert. An Tag zwel
fallt er etwas auf 1,07 ab, um an Tag drei geringfligig auf 1,09 anzusteigen. Der
funfte postoperative Tag zeigt mit 1,01 den tiefsten Wert aller Messzeitpunkten,
was in der Studiengruppe genau umgekehrt ist. Dieser Verlauf an Tag funf steht
somit im starken Gegensatz zu dem der Versuchsgruppe, die hier den héchsten
Median aller funf Messzeitpunkte aufweist. Allerdings kénnte das daran liegen,
dass in der Vergleichsgruppe zu diesem Zeitpunkt bereits sieben von 20 Patienten
entlassen waren, denen es schon so gut ging, dass sie keine weitere stationare
Behandlung bendtigten. Wird die These weiterverfolgt, dass der Anstieg an Tag
funf in der Versuchsgruppe, darauf zurickzufihren sei, dass es den Patienten
wieder besser geht, wirde der Verlauf in der Vergleichsgruppe diese These nicht
widerlegen, da die gestindesten Patienten hier nicht mehr erfasst werden konnten.
Im Vergleich der beiden Gruppen weist somit bereits praoperativ die
Versuchgruppe im Median mit 1,21 eine héhere AK auf als die Vergleichsgruppe
mit 1,14. Dies spiegelt sich auch darin wider, dass in der Vergleichsgruppe initial
35% der Patienten nicht stimulierbar sind, da sie Aktivierungskapazitaten von < 1

aufweisen, was 13,6% mehr sind als in der Studiengruppe mit 21,4%.
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Auch postoperativ liegt die Studiengruppe aul3er an Tag drei im Median immer
Uber der Vergleichsgruppe. Das zeigt, dass in der Gruppe der BAA-Patienten zwar
initial hohere inflammatorische Kapazitaten vorhanden sind, diese jedoch starker
ausgeschopft werden als in der Vergleichsgruppe, da bei den Carotis-Patienten
die maximale Differenz zwischen hdchstem und tiefstem Median bei 0,13 und bei
den BAA-Patienten bei 0,30 liegt. Zudem liegt die Studiengruppe an Tag drei im
Median mit 1,05 unter dem der Carotis Patienten mit 1,09.

Wie auch schon bei allen im Vorfeld beschriebenen Gréf3en sind auch hier im
Verlauf des Medians der Aktivierungskapazitat Gber die finf Messzeitpunkte in der
Vergleichsgruppe weniger groRe Schwankungen als in der Studiengruppe
sichtbar. Diese geringeren Schwankungen in der Vergleichsgruppe weisen, wie
schon bei den anderen Grof3en, darauf hin, dass der operative Eingriff an der
Carotis ein geringeres Trauma setzt, als eine Bauchaortenaneurysma Operation
und darum die NF-kB Aktivierungskapazitat geringfugiger verandert wird. Daflr
wirde sprechen, dass der Median am ersten postoperativen Tag sogar dem
praoperativen Wert entspricht und nicht gleich abfallt wie in der Studiengruppe.
Erst am zweiten postoperativen Messzeitpunkt sieht man einen Abfall, der ebenso
wie in der Studiengruppe ein Hinweis darauf sein konnte, dass das Immunsystem
bereits aktiviert ist und somit die Kapazitat, gemessen an NF-kB, vermindert ist.
Somit initilert das operative Trauma bei der Aktivierungskapazitat, im Gegensatz
zu den anderen betrachteten GrofRen, einen Werteabfall, wodurch die
Ausschopfung der inflammatorischen Ressourcen durch das Trauma deutlich zu
werden scheint, welche um so grof3er zu sein scheint, je grof3er der traumatische
Eingriff ist.

Diese Beobachtungen und Theorien kénnen nicht durch Studien belegt werden,
da das Modell der NF-kB Aktivierungskapazitat ein bisher unerforschter neuer
Ansatz ist, der der Bestéatigung oder Widerlegung durch nachfolgende Studien
bedarf.

4.5 Verlauf der klinischen Scores

Neuere Klinische Studien am Menschen zeigen, dass eine exzessive Steigerung
der Aktivitdt von NF-kB wéahrend des ,Systemic Inflammatory Response Syndrom®

(SIRS) und Sepsis mit einer erh6hten Mortalitdt einherzugehen scheint (Bohrer et
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al. 1997; Arnalich et al. 2000; Paterson et al. 2000). Der pradikative Wert
entsprach hierbei dem APACHE Il Score (Acute Physiology And Chronic Health

Evaluation), einem etablierten Bewertungssystem fur Schweregrad und Prognose
der Erkrankung von Intensivpatienten (Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000).
Ferner war in einer Arbeit an Patienten mit chirurgischer Versorgung von
thorakalen Aortenaneurysmen eine erhthte praoperative Aktivierung des NF-kB
Systems mit vermehrten postoperativen Komplikationen in  Form von
Multiorganversagen assoziiert (Foulds et al. 2001). Andererseits demonstriert eine
weitere Studie an Patienten mit schwerem Trauma, dass NF-kB Aktivierung die
Apoptose neutrophiler Granulozyten hemmen und die Entstehung von
Multiorganversagen vermindern kann (Nolan et al. 2000).

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Studie zu jedem
Messzeitpunkt zusatzlich zu oben beschriebenen laborchemisch erfassten
Werten, Scorewerte fur die einzelnen Patienten anhand klinischer Parameter
berechnet. Hierbei wurde der Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS Il) und
der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1l Score (APACHE II)
bestimmt, welche im klinischen Alltag als prognostische Scores zur
Schweregradklassifikation fir Intensivpatienten verwendet werden. In der
vorliegenden Studie sollten sie die Quantifizierung des klinischen Zustandes der
Patienten erlauben, um somit Vergleiche zu den anderen Zielgré3en herstellen
und die Auswirkungen der Operation auf den korperlichen Zustand der Patienten
erfassen zu kénnen.

Der APACHE Il Score kann Werte zwischen O und 68 erreichen, wobei hier
hohere Werte mit schlechterem klinischen Outcome und gréRerem
Mortalitatsrisiko korrelieren (Knaus et al. 1985). Der altersabhangige Normbereich
liegt hier zwischen 0 und 6. Der SAPS Il Score dient ebenfalls als prognostischer
Score zur Schweregradklassifikation mit &hnlicher Aussagekraft wie der APACHE
Il Score und erreicht Werte zwischen 0 und 163 (Le Gall et al. 1993). Der
altersabhangige Normbereich flr gesunde Patienten liegt hier zwischen 0 und 18.
Der Unterschied zwischen den beiden Scores liegt darin, dass sie teilweise
unterschiedliche klinische Parameter einbeziehen und hier auch die Schwerpunkte

anders legen.
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4.5.1 Verlauf des APACHE Il Scores

Bereits rein graphisch betrachtet, zeigt dieser Score in der Studiengruppe und in
der Vergleichsgruppe relativ uneinheitliche Tendenzen bei den verschiedenen
Patienten. In der Studiengruppe spiegelt sich dies nachdricklich im Verlauf des
Medians Uber die funf Messzeitpunkte wieder. Dieser zeigt Uber den gesamten
Erfassungszeitraum keinerlei Veranderungen und stagniert bei einem Wert von
sieben. Da dieser Wert nur einen Punktewert Uber der Obergrenze des
Normbereiches liegt, ist er als sehr gering anzusehen und stellt in keinem Fall eine
Reaktion auf das operative Trauma dar.

In der Vergleichsgruppe liegt der préoperative Median bei sechs und somit einen
Punkt tiefer als in der Studiengruppe. Hierbei liegen acht Patienten (40%) in ihrem
altersentsprechenden Normbereich, wahrend sich in der Studiengruppe hier
lediglich vier (14,3%) Patienten finden. Somit liegen in der Vergleichsgruppe
praoperativ deutlich mehr Patienten in ihrem altersentsprechenden Normbereich
als in der Studiengruppe. Dies konnte sich auf die schwerwiegenderen
Grunderkrankungen der Patienten der Studiengruppe zurickfihren lassen, die
anhand Kklinischer Parameter ebenfalls erfasst werden und hier auch schon
praoperativ ins Gewicht fallen. Somit zeigt sich auch beim APACHE Il Score so
wie bei den anderen ZielgroRen bereits praoperativ ein Gruppenunterschied. Am
ersten postoperativen Tag steigt der Median in der Vergleichsgruppe auf sieben
an, um Uber Tag zwei und Tag drei mit jeweils 6,5 bis an Tag funf wieder auf
sechs abzufallen. Somit ist in bei den Carotis-Patienten im Gegensatz zu den
BAA-Patienten eine leichte Reaktion des Scores auf die Operation zu bemerken.
Trotz allem kann hier allerdings kaum von relevanten Werteverdnderungen
gesprochen werden, da die Differenzen sehr gering sind.

Aus der Tatsache, dass trotz des grofRen operativen Eingriffes der Aneurysma
Operation keinerlei Medianveranderungen in der Studiengruppe bemerkbar und
nur geringe Veranderungen in der Vergleichgruppe sichtbar sind, muss abgeleitet
werden, dass der APACHE Il Score ungeeignet fur den hier angestrebten Zweck
ist. Somit lasst sich mit diesem Score hier keine Aussage Uber den postoperativen
klinischen Zustand der Patienten machen. Erklaren lasst sich diese Tatsache
damit, dass dieser Score eigentlich fir die Beurteilung von schwer kranken
Intensivpatienten entworfen wurde. Somit ist er flr die postoperativen

Veréanderungen der Studienpatienten zu unsensibel, da diese ,zu gesund“ fir
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diesen Score sind. Das wird deutlich, wenn der Verlauf der Scorewerte bei Patient
0-19, dem einzigen AusreiRer der Studiengruppe, betrachtet wird. Dieser
Ubersteigt alle anderen Patienten und erreicht Scorewerte bis 19, wéahrend die
restlichen Patienten maximal 13 erlangen. Bei Patient O-19 handelt es sich um
einen 67-jahrigen Patienten mit arterieller Hypertonie, Hyperlipoproteinemie und
PAVK im Stadium 2a, der als einziger Patient, von allen in die Studie
eingeschlossenen, alle funf postoperativ erfassten Tage wegen vorwiegend
renalen Komplikationen auf der Intensivstation verbracht hat. Alle anderen
Patienten hatten eine postoperative Intensivaufenthaltsdauer von null bis maximal
drei Tagen. Dadurch lasst sich der hohe Scorewert bei diesem Patienten leicht
erklaren und die eigentliche Auslegung des APACHE Il Scores fir
Intensivpatienten wird somit deutlich.

In der Vergleichsgruppe bricht ebenfalls ein Patient (S-41) aus dem Kollektiv aus,
da er mit Maximalwerten bis 14 hohere Werte als die restlichen Patienten erreicht,
die maximal Werte bis 12 aufweisen.

Hierbei handelt es sich um einen 76-jahrigen Patienten, der sich nicht durch
postoperative Komplikationen von dem Kollektiv unterscheidet, sondern lediglich
im Vorerkrankungsprofil. Dieser Patient weist zusatzlich zu einer aHT, PAVK und
einem Zustand nach Apoplex, welches Krankheitsbilder sind, die auch bei den
anderen Patienten zu finden sind, noch eine Niereninsuffizienz aus, die hier mit
den erhdhten Retentionsparametern in den Scorewert eingeht, der somit héher
liegt als bei nierengesunden Patienten.

Zusammenfassend muss also festgehalten werden, dass der APACHE Il Score
zwar kleine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen aufweist, dass er
allerdings fur das hier betrachtete Patientengut zu unspezifisch und unsensibel ist.
Somit lassen sich keine Aussagen anhand dieses Scores Uber den Einfluss des

operativen Traumas auf den klinischen Zustand der Patienten treffen.

4.5.2 Verlauf des SAPS Il Scores

Im Gegensatz zum APACHE Il Score sind bei dem SAPS Il Score auch in der
Studiengruppe Werteveranderungen zu erkennen. Préaoperativ liegt der Median
des SAPS Il Scores der Studiengruppe bei 14. Am ersten postoperativen Tag
kommt es zu einem leichten Anstieg auf 15, der an Tag zwei persistiert, um an

Tag drei wieder auf 14 zuriickzufallen und diesen Wert bis Tag funf beizubehalten.
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Aber auch hier kann nicht von relevanten Veranderungen gesprochen werden, die
das schwere Trauma der Operation widerspiegeln wirden. Dafiur sind die
Anderungen zu gering und befinden sich zudem nur knapp uUber dem
Durchschnittsalter von 67,7 Jahren entsprechenden Normbereich von 12.

Auch der Verlauf des Medians der SAPS Il Scorewerte in der Vergleichsgruppe
weist keine nennenswerten Schwankungen auf und verlauft ebenfalls nur knapp
oberhalb des Normbereiches, der hier fur ein Durchschnittsalter von 70,02 bei 15
liegt. Allerdings liegt der Median der SAPS Il Scorewerte in der Vergleichsgruppe,
bis auf Tag zwei, immer um eins bis 1,5 hoher als in der Studiengruppe, was bei
dem APACHE Il Score umgekehrt ist. Postoperativ steigt der Median an Tag eins
von einem praoperativen Wert von 15 auf 16,5, fallt an Tag zwei wieder auf 15, um
an Tag 3 und 5 auf 15,5 wieder leicht anzusteigen. Auch hier sind also nur sehr
geringe Schwankungen beobachtbar, die kaum das operative Trauma
wiedergeben. Die Tatsache, dass die Vergleichsgruppe hohere Werte aufweist als
die Studiengruppe, deutet darauf hin, dass andere Werte mehr ins Gewicht fallen
als beispielsweise beim APACHE Il Score. Der Unterschied zwischen den beiden
Scores liegt zum einen in einer unterschiedlichen Punktevergabe fir die
einbezogenen Parameter, wobei beim APACHE Il Score pro Parameter maximal
vier Punkte fur pathologische Normabweichungen vergeben werden, wahrend
beim SAPS Il Score hier Punkte bis 26 vergeben werden. Aul3erdem werden
einigen Parametern in dem einen Score erfasst und in dem anderen nicht. So geht
in den APACHE Il Score der Hamatokrit und die Atemfrequenz mit ein, welche im
SAPS Il Score nicht berticksichtig werden, wahrend hier das Bilirubin ins Gewicht
fallt, welches der APACHE Il Score nicht erfasst. Die tbrigen Parameter sind in
beiden Scores ahnlich oder gleich.

Die Tatsache, dass die Vergleichsgruppe beim SAPS Il Score im Median hdhere
Werte aufweist als die Studiengruppe, ist allerdings lediglich auf das
Durchschnittsalter der beiden Gruppen zurlckzufihren. Dieses liegt in der
Studiengruppe mit 67,7 Jahren etwas tiefer als in der Vergleichsgruppe mit 70,02
Jahren. Dieser Unterschied fallt bei der Erhebung des SAPS Il Scores ins Gewicht,
da fir ein Alter von 60 bis 69, 12 Punkte und fur ein Alter von 70 bis 74, 15 Punkte
vergeben werden. Beim APACHE Il Score erhalten alle Patienten zwischen 65
und 74 hingegen dieselbe Punktzahl von finf, wodurch der Unterschied hier nicht

sichtbar ist.
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Als Ausreil3er fallt in der Studiengruppe wieder Patient O-19 auf, der sich auch
hier Uber dem Kollektiv befindet, was sich wieder auf seinen langeren
Intensivaufenthalt zurtickfuhren lasst. Zudem sticht hier noch Patient O-25 heraus,
der an den ersten beiden postoperativen Tagen alle anderen Patienten Ubertrifft.
Dies lasst sich auf eine postoperativ aufgetretene Bilirubinerh6hung zurickfihren,
die beim SAPS Il Score sehr stark berlcksichtigt wird und beim Restkollektiv der
Studiengruppe nicht auftritt. In der Vergleichsgruppe hingegen gibt es ebenfalls
einen Patient mit &hnlich gewichtigen Bilirubinerh6hungen, der auch nach oben
hin ausreil3t (S-59). Der zweite Ausreil3er ist hier wieder, wie schon beim APACHE
Il Score, Patient S-41, der durch seine erhdhten Retentionswerte das Kollektiv
Ubertrifft.

Alles in allem wird jedoch deutlich, dass auch der SAPS Il Score zu unspezifisch
ist, um die Auswirkungen der Operation darzulegen. Auch hier handelt es sich
namlich um einen Score, der fir Intensivpatienten entworfen wurde, was an den
Ausreil3ern sichtbar wird. Dadurch ist er fur diese Studie ebenfalls zu unsensibel.
Somit wird ersichtlich, dass es den Studienpatienten postoperativ ,zu gut* ging,
um hier relevante Scoreanstiege zu zeigen. Diese Tatsache impliziert auch, dass
es bei keinem Patient zu postoperativem MODS oder gar Tod kam und somit auch
keine Aussage hinsichtlich des pradikativen Wertes der ZielgréRen bezuglich
MODS oder Mortalitdt gemacht werden kann, wie das beispielsweise bei Foulds et
al. moglich war (Foulds et al. 2001). Hier entsprach der préadikative Wert der NF-
kB Aktivitat dem des APACHE Il Scores. Somit kann auch nicht von den
praoperativen Werten der NF-kB ZielgroRen auf das postoperative klinische
Outcome der Patienten geschlossen werden wie bei Foulds et al., da dieses zu
unsensibel erfasst wurde. Auch die Studien von Bohrer et al. und Arnalich et al.,
bei denen der Anstieg der NF-kB Bindungsaktivitat vergleichbar mit dem APACHE
Il Score war, kdnnen mit dem vorliegenden Projekt nicht bestétigt oder widerlegt
werden, da es den hiesigen Patienten im Gegensatz zu denen der anderen
Studien ,zu gut® ging (Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000).

4.6 Korrelationsanalyse

Die oben beschriebenen klinischen Studien am Menschen zeigen, dass eine

exzessive Steigerung der Aktivitat von NF-kB wahrend des ,Systemic
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Inflammatory Response Syndrom“ (SIRS) und Sepsis mit einer erhéhten Mortalitat
einherzugehen scheint (Arnalich et al. 2000; Paterson et al. 2000; Bohrer et al.
1997). Der pradikative Wert entspricht hierbei dem APACHE Il Score (Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation) (Arnalich et al 2000; Bohrer et al.
1997). Ferner war in einer Arbeit an Patienten mit chirurgischer Versorgung von
thorakalen Aortenaneurysmen eine erhthte praoperative Aktivierung des NF-kB
Systems mit vermehrten postoperativen Komplikationen in  Form von
Multiorganversagen assoziiert (Foulds et al. 2001). Andererseits demonstriert eine
weitere Studie an Patienten mit schwerem Trauma, dass NF-kB Aktivierung die
Apoptose neutrophiler Granulozyten hemmen und die Entstehung von
Multiorganversagen vermindern kann (Nolan et al. 2000).

Vor diesem Hintergrund wurden am Ende des vorliegenden Projektes
Korrelationsanalysen mit Hilfe des Spearmans Korrelationskoeffienzenten
durchgefuhrt, um eventuell den vorausgehenden Studien vergleichbare
Ergebnisse zu untersuchen.

In der Studiengruppe finden sich hierbei lediglich bei der Bindungsaktivitat (BA)
und der BA relativ zu Tag null signifikante Kreuzkorrelationen mit Score- bzw.
Entzindungsparamtern an den verschiedenen Messzeitpunkten. An Tag zwei
zeigt hier die BA eine signifikant positive Korrelation (r=0,05) mit dem APACHE II
Score, was bedeutet, je hoher die BA an Tag zwei ist, umso hdher ist auch der
APACHE II-Wert und umgekehrt. An Tag eins findet sich eine signifikant negative
Korrelation (r=0,05) zwischen der BA relativ zu Tag null und dem SAPS Il Score.
Dies impliziert, dass je hoher die BA relativ zu Tag null an Tag eins ist, desto
niedriger ist an diesem Tag der SAPS II-Wert und umgekehrt. Fur die restlichen
von NF-kB abgeleiteten Zielgré3en sind keine signifikanten Korrelationen in der
Studiengruppe zu finden. Somit zeigen sich bei den BAA-Patienten insgesamt
sehr wenige signifikante Kreuzkorrelationen, wodurch sich keine statistisch soliden
Aussagen machen lassen.

In der Vergleichsgruppe finden sich lediglich bei der BA signifikante Korrelationen.
Diese sind zwar haufiger als in der Studiengruppe, allerdings handelt es sich
hierbei ausschlief3lich um signifikant gegensinnige Korrelationen. So ist die BA an
Tag funf signifikant negativ (r=0,05) mit dem CRP Wert korreliert und
hochsignifikant negativ (r=0,01) mit dem APACHE Il und dem SAPS Il Wert. Mit
letzterem ist sie zudem noch an Tag eins hochsignifikant negativ korreliert. Das
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bedeutet, je hoher die BA in der Vergleichsgruppe an Tag funf ist, umso niedriger
ist hier der CRP-, SAPS II- und APACHE II-Wert und umgekehrt. Fir die restlichen
ZielgroRen lassen sich in  der Vergleichsgruppe keine signifikanten
Kreuzkorrelationen ableiten. Somit finden sich auch in der Vergleichsgruppe
insgesamt zu wenige Kreuzkorrelationen, um daraus eindeutige Schliisse ziehen
zu konnen.

Bei Korrelationsanalysen zwischen dem préaoperativen Wert der von NF-kB
abgeleiteten ZielgrofRen (Bindungsaktivitdt und Aktivierungskapazitat) mit den
postoperativen klinischen ZielgroRen (Leukozyten, CRP, SAPS Il, APACHE II)
ergab sich in der Studiengruppe lediglich eine signifikant negative Korrelation
(r=0,05) zwischen der préaoperativen AK und dem CRP-Wert an Tag eins. Dies
konnte darauf hindeuten, dass, je tiefer die Aktivierungskapazitat praoperativ ist,
desto hoher der CRP-Wert an Tag eins ist und umgekehrt.

In der Vergleichsgruppe finden sich signifikant gegensinnige Kreuzkorrelationen
(r=0,05) zwischen der praoperativen BA und dem postoperativen CRP-Wert an
Tag funf, dem postoperativen SAPS II-Wert an Tag eins und Tag finf und dem
postoperativen APACHE II-Wert an Tag funf, wobei es sich bei beiden letzteren
um hochsignifikant negative Korrelationen handelt (r=0,01). Dies impliziert, dass je
hoher die préoperative BA in der Vergleichsgruppe ist, desto niedriger ist der
CRP-Wert an Tag funf, der SAPS II-Wert an Tag eins und funf und der APACHE
[I-Wert an Tag funf und umgekehrt.

Somit finden sich insgesamt auch hier sehr wenig statistisch signifikante
Korrelationen.

Allerdings fallt bei der Betrachtung der Korrelation der praoperativen BA bzw. AK
mit den postoperativen Scorewerten auf, dass die Korrelationen zwischen der
praoperativen Bindungsaktivitdt oder Aktivierungskapazitat und den klinischen
Scores in der Studiengruppe vorwiegend positiv sind, wahrend sie bei der
Vergleichsgruppe vorwiegend negativ sind. In der Vergleichsgruppe finden sich
bei der BA, wie oben beschrieben, sogar signifikante bis hochsignifikante negative
Korrelationen.

Diese Beobachtung unterstreicht einerseits auf ein Neues den Unterschied
zwischen der Studiengruppe und der Vergleichsgruppe. Andererseits sind die
Verhaltnisse dadurch ahnlich, wie in den oben beschriebenen Studien, in denen
der pradikative Wert der NF-kB Aktivitat dem APACHE Il Score entsprach
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(Arnalich et al. 2000; Boéhrer et al. 1997) bzw. eine erhbhte praoperative
Aktivierung des NF-kB Systems mit vermehrten postoperativen Komplikationen in
Form von Multiorganversagen assoziiert war (Foulds et al. 2001). Allerdings sind
in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Korrelationen in diesem
Zusammenhang zu finden, sondern lediglich Tendenzen, welche sich in der
Studiengruppe und der Vergleichgruppe jedoch deutlich unterscheiden. In der
Studiengruppe, welche mit ihren Patienten den Probanden der von Foulds et al.
beschriebenen Studie ahnelt, da diese einem grol3en Trauma ausgesetzt sind,
ware diese Tendenz somit eher mit dem Ergebnis der oben beschriebenen
Studien vergleichbar. Allerdings muss an diesem Punkt darauf verwiesen werden,
dass in der vorliegenden Studie kaum klinisch relevante Veranderungen in den
Score-Werten aufgetreten sind, wodurch auch hier wieder keine statistisch soliden

Aussagen daraus abgeleitet werden durfen.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich in dieser Studie beobachten, dass es postoperativ
zu einer reaktiven inflammatorischen Antwort kommt, was am Anstieg der
Leukozyten und des CRPs deutlich wird. Dabei ist der CRP Anstieg deutlich
relevanter als der Leukozytenanstieg, was belegt, dass es sich hier mit grof3er
Wahrscheinlichkeit um eine alleinige Reaktion auf das operative Trauma und nicht
noch um ein zusatzliches inflammatorisches oder gar septisches Geschehen
handelt. Zudem sind an diesen laborchemischen Parametern auch deutliche
Unterschiede zwischen der Studien- und Vergleichsgruppe zu sehen, was das
Bagatelltrauma der Carotis-Operation im Gegensatz zu dem grof3en Trauma der
Aortenaneurysma-Operation verdeutlicht und die Unterteilung in Studien- und
Vergleichsgruppe verifiziert.

Hinsichtlich der NF-kB Bindungsaktivitat ist dieser Gruppenunterschied ebenfalls
auszumachen, der sich bereits praoperativ durch einen héheren Median in der
Studiengruppe bemerkbar macht und eventuell durch die schwerwiegendere
Vorerkrankung der Studiengruppe bedingt sein kdnnte. Dieses Phanomen tritt
auch bei den Leukozytenwerten auf und konnte hier auf die Grunderkrankung
zuruckgefuihrt werden. Der vermeintliche postoperativ reaktive NF-kB

Bindungsanstieg der Studiengruppe bis Tag zwei, der deutlich Uber den
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stagnierenden Werten der Vergleichsgruppe liegt, wird durch die Ergebnisse der
NF-kB BA relativ zu Tag null widerlegt. Letztere macht namlich deutlich, dass es
postoperativ im Median im Vergleich zum praoperativen Zustand nicht zu einem
Werteanstieg, sondern — abfall kommt, wodurch angenommen werden muss, dass
die Veranderungen der absoluten BA auf eine zu grof3e Streuung zurickzufiuhren
sind.

Aus dem Verlauf der BA relativ zu Tag null lasst sich folgern, dass es
posttraumatisch eher zu einer Art ,Immunparalyse” wie bereits durch Adib-Conquy
et al. bei Traumapatienten beschrieben, kommt (Adib-Conquy et al. 2000). Diese
Herrunterregulierung der NF-kB Aktivitat scheint in der vorliegenden Studie um so
grol3er zu sein, je groRer das Trauma ist, da sie in der Vergleichsgruppe weniger
stark ausgepragt ist als in der Studiengruppe.

Auch bei der AK ist bereits praoperativ ein Gruppenunterschied zu sehen, da die
Studiengruppe hier etwas hoher liegt als die Vergleichsgruppe. Als
Deutungsmoglichkeit bietet sich hier an, anzunehmen, dass die BAA-Patienten
durch ihre schwerwiegenderen Vorerkrankungen einer starkeren ,Triggerung“ des
Immunsystems unterliegen, was sich im Sinne grof3erer inflammatorischer
Ressourcen” in der AK widerspiegelt. Postoperativ ist ein Abfall der AK in beiden
Gruppen ersichtlich, wobei der Rickgang in der BAA-Gruppe deutlicher ist, was
darauf hindeuten konnte, dass es durch das groRere Trauma zu einer stéarkeren
Ausschépfung der inflammatorischen Ressourcen kommt. Mit Studien kann diese
Beobachtung nicht belegt werden, da die Aktivierungskapazitdt noch nicht
untersucht wurde. Dies bietet neue Ansatzpunkte fur nachfolgende
Untersuchungen.

Zwischen den Ubrigen vorbeschriebenen Patientenstudien und diesem Projekt
konnen kaum Parallelen gezogen werden, da keine vergleichbaren signifikanten
Ergebnisse erreicht werden. Lediglich die Korrelationsanalyse zwischen dem
praoperativen Wert der Aktivierungskapazitdt und den postoperativen Score-
Werten zeigt in der Studiengruppe Tendenzen, die einigen Patientenstudien
ahneln, in denen der pradikative Wert der NF-kB Aktivitdt dem APACHE Il Score
entsprach (Arnalich et al. 2000; Bohrer et al. 1997) bzw. eine erh6hte praoperative
Aktivierung des NF-kB Systems mit vermehrten postoperativen Komplikationen in
Form von Multiorganversagen assoziiert war (Foulds et al. 2001). Allerdings sind

in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Korrelationen in diesem
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Zusammenhang zu finden, sondern lediglich Tendenzen, welche sich in der
Studiengruppe und der Vergleichsgruppe jedoch deutlich unterscheiden. Aufgrund
der kaum sichtbaren Veranderungen in den Score-Werten lassen sich daraus
jedoch keine statistisch soliden Aussagen treffen oder die Beobachtungen der
oben beschriebenen Studien eindeutig belegen.

Eine mdgliche Erklarung ist, dass die Patienten der vorliegenden Studie auch
postoperativ ,zu gesund” oder bei ,zu gutem” Allgemeinzustand (AZ) waren, als
dass hier klinische Veranderungen mittels der angewendeten Scores héatten
erfasst werden kdnnen. Die Scores sind, wie oben erlautert, fir Intensivpatienten
ausgelegt und somit zu unsensibel fir dieses Probandenkollektiv. Durch ihren
guten AZ unterscheiden sich die Patienten jedoch auch von den Patienten der
vorangegangenen Studien, in welchen hauptsachlich moribunde bzw.
Sepsispatienten untersucht wurden (Bohrer et al. 1997; Arnalich et al. 2000;
Paterson et al. 2000; Nolan et al. 2000) oder Patienten, die nach einem
chirurgischen Trauma ein MODS entwickelten (Foulds et al. 2001).

Zudem zeigt dieses Projekt auch in den Erhebungszeitpunkten Unterschiede zu
den restlichen Studien, welche sich auch wieder untereinander unterscheiden.
Wahrend manche nur einen Messzeitpunkt wahlten (Nolan et al. 2000), fihrten
andere mehrere Messungen innerhalb von 24 Stunden (Arnalich et al. 2000) oder
72 Stunden (Paterson et al. 2000) durch. Den langsten Erfassungszeitraum findet
man bei Bohrer et al., die innerhalb von 14 Tagen neun Messungen durchfuhrten.
Die Studie, die der vorliegenden von der Fragestellung her am nachsten kommt,
ist die von Foulds et al., welche die perioperative NF-kB Aktivitat an Patienten mit
thorakalem Aortenaneurysma untersuchte. Allerdings wird hier die BA praoperativ
und zu mehreren festen Zeiten intraoperativ bestimmt, was somit auch keinen
Vergleich mit den hier erfassten postoperativen Werten Uber funf Tage zulasst.
Auch die Fallzahlen und statistischen Verfahren unterscheiden sich in jeder Studie.
Daruiber hinaus unterscheidet sich diese von den anderen in Punkten der
Methodik, wobei sich auch alle anderen Studien darin untereinander
unterscheiden. Vor diesem Gesamthintergrund baut die vorliegende Studie auf
einer vorangehenden Dissertation auf, die sich mit der Etablierung und Evaluation
einer standardisierten Methodik zur quantitativen Bestimmung der NF-kB
Aktivierungskapazitat in humanen Blutzellen mittels EMSA beschéftigte (Cordes
2008).
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Wie auch schon in der Arbeit von Cordes beobachtet, ergibt sich bei der reinen
NF-kB BA eine sehr grof3e Streuung, was den Bezug auf einen Referenzwert notig
macht. Dies ist im vorliegenden Projekt durch den Bezug auf Tag null erfolgt,
beziehungsweise in der Betrachtung als Aktivierungskapazitat impliziert.

Um die Streuung an sich zu verringern, konnten verschiedene Punkte der
Methodik noch etwas verandert werden. Beispielsweise ware es moglich bei der
Analyse der Banden den Background nicht pro Gel, wie hier durchgefuhrt, sondern
fur jede Lane einzeln herauszurechnen, um somit auch die kleinsten Abstufungen
zu erfassen. Eine weitere Anderungsmoglichkeit konnte darin bestehen, als
Referenzwert nicht Tag null, sondern einen gesunden Probanden zu verwenden,
wie bei Arnalich et al. im Jahr 2000 beschrieben. Der Bezug auf einen konstitutiv
Aktivierten Faktor wie NF-y war im vorliegenden Projekt gescheitert, da sich
dadurch die Streuung noch weiter vergréf3erte. Somit diente dieser hier lediglich
als Ladungskontrolle. Allerdings kdénnte man diesen Bezug mit &hnlichen
Faktoren, wie beispielsweise NF-1 versuchen. Eine andere Mdoglichkeit, die
eventuell bessere Ergebnisse fur NF-y bringen kénnte, ware, sowohl die NF-kB
Proben als auch die NF-y Proben eines Patienten zusammen auf einem Gel
laufen zu lassen, um sie ,vergleichbarer® zu machen. Es gibt namlich Hinweise
daflr, dass sich nur Proben auf dem gleichen Gel miteinander vergleichen lassen.
Hinsichtlich des Gruppenunterschieds lasst sich festhalten, dass dieser im Bezug
auf Leukozyten und CRP sehr deutlich zu sehen ist, wahrend er bei den von NF-
kB abgeleiteten Zielgré3en zwar auch sichtbar scheint, allerdings kaum signifikant
ist. Das konnte einerseits auf die Methodik zurtickzufiihren sein, die bereits
innerhalb der Gruppen zu sehr starken Streuungen fuhrt. Andererseits konnte das
darauf hindeuten, dass die Zielgré3en an sich fur diese Auswertung nicht geeignet
sind. Eine dritte Erklarungsmaoglichkeit wére, dass auch hier wieder sichtbar wird,
dass es den Patienten postoperativ ,zu gut® geht und sich dadurch keine
signifikanten Unterschiede ergeben, da das NF-kB System erst bei stéarkeren
Stimuli signifikant reagiert.

Somit konnte die von Cordes 2008 etablierte Methodik in dieser Studie nicht
eindeutig verifiziert werden und sollte in nachfolgenden Studien an ,krankeren®
Patienten untersucht werden. Diese wirden wahrscheinlich, entsprechend der
oben beschriebenen Patientenstudien, deutlichere Reaktionen im NF-kB System

und in den Score-Werten zeigen. Eine andere Madglichkeit wére, sensiblere
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Scoresysteme zu entwickeln, die die klinischen Veranderungen der Patienten
postoperativ sichtbarer machen, als es hier durch APACHE Il oder SAPS Il
maoglich war. Der Bezug der NF-kB Bindungsaktivitat auf ein Referendum scheint
aufgrund der grof3en Streuung der absoluten BA auch hier sinnvoll zu sein. Hierbei
konnten verschieden Referenzen im Vergleich untersucht werden, wie
beispielsweise  eine  gesunde Kontrolle, ein  konstitutiv  aktivierter
Transkriptionsfaktor, oder auch wie im vorliegenden Projekt Tag null.

Dariber hinaus bietet die Erforschung des Verhaltens der NF-kB
Aktivierungskapazitat eine neue Grundlage fir nachfolgende Studien, da hiermit
nicht nur eine Momentaufnahme eines Einzelwertes beschrieben wird, sondern ein
inflammatorisches Potential, welches die Ressourcen des NF-kB Systems

impliziert.
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5. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor ,Nukledrer Faktor kappa B* (NF-kB) hat in der Regulation
des Immunsystems eine entscheidende Bedeutung, da er sowohl eine pro- als
auch eine anti-inflammatorische Wirkung vermittelt. Kontrare Befunde der NF-kB
Aktivitat in der Sepsis unterstreichen, dass noch unklar ist, ob NF-kB eher eine
protektive oder eine schadliche Rolle spielt. Aufgrund unterschiedlicher Methoden
zur Bestimmung der NF-kB Aktivitat wird der Vergleich unterschiedlicher Studien
zusatzlich erschwert. Vor diesem Hintergrund baut die vorliegende Arbeit auf einer
vorangegangenen Dissertation auf, welche sich mit der Etablierung und
Evaluierung einer standardisierten Bestimmung der Aktivitat von NF-kB mittels
des ,Electorphoretic Mobility Shift Assay” (EMSA) in humanen Blutzellen gesunder
Probanden beschaftigte. Das vorliegende Projekt sollte die somit etablierte
Methodik nun auf ein krankes Probandenkollektiv anwenden.
Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs wurde hierbei in peripheren
mononukledren Zellen (PMNC) in der perioperativen Phase bei Patienten mit
ausgedehnten gefal3chirurgischen Eingriffen einmal praoperativ und an vier Tagen
postoperativ untersucht. Die Studiengruppe bestand aus 28 Patienten, welche
eine Bauchaortenaneurysma Operation erhielten. Das schwere chirurgische
Trauma diente hierbei als Modell der systemisch auftretenden
pathophysiologischen Vorgédnge, wie sie zum Beispiel beim ,Systemic
Inflammatory Response Syndrome* (SIRS) ablaufen. Die Kontrollgruppe bestand
aus 20 Patienten mit gering traumatisierenden gefafl3chirurgischen Eingriffen an
der Arteria Carotis interna.
Neben der basalen, unstimulierten Bindungsaktivitat von NF-kB wurde zusatzlich
die Aktivitat nach ex-vivo Stimulation mit dem ,Tumor-Nekrose-Faktor
Alpha“ (TNF-a) herangezogen. Der Quotient aus beiden Werten lieferte ein Mal3
der Aktivierungskapazitat von NF-kB. Zudem wurde die unstimulierte Aktivitat von
NF-kB in einer weiteren Untersuchung auf Tag null bezogen.
Dartiber hinaus wurden an jedem der funf Messzeitpunkte noch laborchemische
Entzindungsparameter (Leukozytenzahl und C-reaktives Protein) bestimmt und
zudem zwei klinische Scores errechnet, der ,Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation II* (APACHE II) und der ,Simplified Acute Physiology Score II* (SAPS
).
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Anhand der laborchemischen Entzindungsparameter liel3 sich eine eindeutige
Reaktion auf das operative Trauma beobachten, welche zudem noch deutliche
Gruppenunterschiede zwischen der Studien- und der Kontrollgruppe herausstellte.
Ein vermeintlich reaktiver postoperativer Anstieg der NF-kB Bindungsaktivitat
musste durch den Bezug auf Tag null widerlegt werden, welcher im Vergleich zu
Tag null einen Werteabfall zeigte. Dieser fiel in der Studiengruppe starker aus als
in der Vergleichsgruppe. Auch bei der Aktivierungskapazitat kam es zu einem
postoperativen Werteabfall, welcher ebenfalls in der BAA-Gruppe starker war als
in der Carotis-Gruppe. Unter der Annahme, dass die NF-kB Aktivierungskapazitat
die inflammatorischen Ressourcen widerspiegelt, wirde dieser Abfall durchaus
Sinn machen, da angenommen werden kann, dass es durch das operative
Trauma zur Ausschépfung dieser Ressourcen kommt. Diese Beobachtung bietet
neue Ansatzpunkte flr nachfolgende Studien.

Ein Vergleich mit dem klinischen Zustand der Patienten war anhand der erfassten
Scores jedoch nicht méglich, da diese keine relevanten reaktiven Anderungen auf
das Trauma zeigten. Dies muss darauf zuriickgefihrt werden, dass es sich hierbei
um Scorsysteme handelt, welche fur Intensivpatienten entworfen wurden und im
vorliegenden Projekt zu unspezifisch waren, da es den eingeschlossenen
Patienten postoperativ ,zu gut‘ ging, um hier relevante Verdnderungen
aufzuweisen. Auch Korrelationsanalysen erbrachten keine relevanten
Korrelationen zwischen den verschiedenen Zielgrof3en. Somit erreicht diese
Studie keine signifikanten Ergebnisse, wie sie in einigen Patientenstudien fur NF-
kB im Zusammenhang mit der Sepsis beschrieben sind, was einerseits auf
Unterschiede in der Methodik und andererseits auch auf unterschiedliches
Patientengut  zurtckzufihren ist, welches in anderen Studien deutlich
.Kranker“ war als in der vorliegenden.

Somit konnte auch die Madglichkeit der Anwendung der von Cordes 2008
etablierten Methodik auf kranke Probanden mit dieser Studie nicht eindeutig
verifiziert oder widerlegt werden. Darum sollte in nachfolgenden Studien dieses
Verfahren an ,krdnkeren® bzw. tatséchlichen Sepsis-Patienten untersucht werden.
Zudem sollte der Ansatz der Aktivierungskapazitatsbestimmung in weiteren
Studien untersucht werden, da diese Gro3e einen neuen Blickwinkel auf das NF-
kB System bietet, welcher bei &hnlichem Verlauf bei krankeren Patienten eventuell

Potential hatte, als Marker fir das Sepsis-Monitoring zu dienen.
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