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1. EINLEITUNG

1.1 Kardiovaskulare Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Eingriffen
1.1.1 Epidemiologie

Weltweit werden jahrlich mehr als 300 Millionen Operationen durchgefiihrt und die Tendenz ist
weiter steigend (Weiser et al. 2016). Im Zuge des demographischen Wandels sehen sich
Krankenhduser zukinftig mit zunehmend a&lteren und multimorbiden Patienten konfrontiert
(Naughton und Feneck 2007). Allein in Deutschland betrug die Zahl operativer Eingriffe in 2017 etwa
15,5 Millionen (Statistisches Bundesamt 2019). Schatzungen zufolge erfordere es 143 Millionen
zusatzliche chirurgische Eingriffe jahrlich, um den medizinischen Bedarf in Ldndern niedrigen und

mittleren Einkommens zu decken (Nepogodiev et al. 2019).

Handle es sich um eine offiziell erfasste Todesursache, bilde die perioperative Letalitat mit etwa 4,2
Millionen Fallen pro Jahr die dritthdufigste Todesursache (7,7 %) weltweit (Nepogodiev et al. 2019).
Nicht-kardiochirurgische Operationen sind mit einer 30-Tage-Letalitdat zwischen 0,8 und 1,5%
assoziiert (Devereaux et al. 2017; Haynes et al. 2009; Smilowitz et al. 2017). Leiden Patienten zudem
an einer kardiovaskuldren Grunderkrankung, steigt die perioperative Mortalitat auf bis zu 9,3 % (van

Diepen et al. 2011).

Kardiovaskuldare Komplikationen sind eine der haufigsten Ursachen fiir perioperative Morbiditat und
Letalitat nach nicht-kardialen Operationen (Devereaux et al. 2012; Puelacher et al. 2018). Jeder 33.
nicht-kardiochirurgische Patient erleidet mindestens ein kardiovaskuldres oder zerebrovaskulares
Ereignis (major adverse cardiovascular and cerebrovascular event, MACCE) innerhalb eines
postoperativen Beobachtungszeitraumes von 30 Tagen. Am haufigsten betroffen sind gefaR- (7,7 %),

thorax- (6,5 %) und transplantationschirurgische Patienten (6,3 %) (Smilowitz et al. 2017).

In kardiovaskuldaren Risikopatienten betrdgt die Inzidenz perioperativer Myokardinfarkte (Ml)
zwischen 5 und 16 %. Die 30-Tage-Mortalitat steigt mit Auftreten eines perioperativen Mls um das
Flinf- bis Sechsfache (von 1,6-2,2 % auf 9,8-11,6 %) (Devereaux et al. 2011b; Puelacher et al. 2018).
Die perioperative analgetische und sedierende Therapie sowie die Tatsache, dass viele Patienten
nach einer Operation ohnehin Schmerzen erleiden, fihrt jedoch dazu, dass bei lediglich 18 bis 42%
aller perioperativen MI-Patienten Ischdamie-typische Symptome detektiert werden (Botto et al. 2014
Devereaux et al. 2011b; Puelacher et al. 2018). Die Mehrzahl perioperativ auftretender Mis erfiillt die
allgemeine Definition eines Mls (Thygesen et al. 2018) nicht und bliebe ohne perioperatives
Troponin-Monitoring unerkannt. Diese klinisch inapparente Form des Ischamie-bedingten
Myokardschadens, gekennzeichnet durch Troponin-Konzentrationsveranderungen innerhalb von 30

Tagen postoperativ, ist als Myokardschadigung nach nicht-kardiochirurgischer Operation (myocardial
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injury after non-cardiac surgery, MINS) definiert. MINS erwies sich als unabhangiger Risikofaktor fur
die 30-Tage-Letalitat nach nicht-kardiochirurgischen Eingriffen (Botto et al. 2014; Devereaux et al.
2012). Patienten mit MINS und klinisch manifesten perioperativen MI weisen vergleichbare
Mortalitdtsraten von 10,4 bis 12,5 % bzw. 8,7 bis 9,7 % auf (Devereaux et al. 2011b; Puelacher et al.
2018).

1.1.2 Praoperative Risikoevaluierung fiir kardiovaskulire Komplikationen nach nicht-

kardiochirurgischen Eingriffen

Gegenstand der praoperativen Risikoevaluierung ist die Identifizierung und Behandlung der fiir den
operativen Eingriff relevanten kardiovaskuldaren Risikofaktoren mit dem Ziel der Pravention
perioperativer kardiovaskularer Komplikationen (Leschke et al. 2017). Nach Moglichkeit sollte diese
zum Zeitpunkt der Stellung der Operationsindikation, jedoch nicht langer als sechs Wochen vor dem

geplanten Eingriff stattfinden (Zwissler 2017).

Das individuelle kardiovaskuldare Risiko eines nicht-kardiochirurgischen Patienten basiert im
Wesentlichen auf vier Faktoren (Zwissler 2017):
e Schwere und Komplexitat des geplanten chirurgischen Eingriffes (Kristensen et al. 2014)
e Vorliegen kardiovaskularer Risikofaktoren
e Stabilitdt des kardialen Zustandes bzw. Vorliegen einer akut symptomatischen kardialen
Erkrankung

e Funktionelle Leistungs- bzw. Belastungskapazitat des Patienten

Art und Umfang der praoperativen Evaluierung orientieren sich am Risiko des Patienten und der
bevorstehenden Operation. Das kardiale Risiko eines nicht-kardiochirurgischen Eingriffes richtet sich
malgeblich nach Art und Lange der Intervention sowie dem erwarteten Flissigkeits- bzw. Blutverlust
und Flissigkeitsverschiebungen. Die European Society of Anaesthesiology differenziert zwischen
Eingriffen mit geringen (<1 %), mittlerem (1-5 %) und hohem (>5 %) kardialen Risiko. Die Einteilung

erfolgt unabhangig patientenspezifischer Komorbiditdten (Kristensen et al. 2014).

Die initiale Evaluierung eines Patienten mit bevorstehendem elektivem, nicht-kardialem Eingriff
besteht hingegen in der sorgfiltigen Anamnese, einer orientierenden koérperlichen Untersuchung
sowie in der Erhebung des funktionellen Patientenstatus nach standardisiertem Schema. Die
Anamnese beinhaltet zudem die Erfassung und Dokumentation kardiovaskuladrer Risikofaktoren, die

zur Berechnung kardiovaskularer Risikoindizes herangezogen werden kdnnen (Zwissler 2017).

1.1.2.1 Kardiovaskulare Risikoindizes zur Vorhersage perioperativer Ereignisse

Praoperative kardiovaskulare Risikoindizes erlauben eine Einschatzung der

Eintrittswahrscheinlichkeit kardiovaskuldarer Komplikationen nach chirurgischen Eingriffen. Ein
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sachdienlicher Risikoindex zeichnet sich im Wesentlichen durch die prazise Quantifizierung eines
definierten Risikos, die Berlicksichtigung eingriffsspezifischer Faktoren sowie eine einfache und
kostenneutrale Handhabung aus. Zudem sollte die Validierung getroffener Vorhersagewerte in einer

von der Entwicklungskohorte unabhangigen Untersuchung gewahrleistet sein (Lehmann 2017).

In der Vergangenheit haben sich kardiovaskuldre Risikoindizes als fester Bestandteil in nicht-
kardiochirurgischen Leitlinien internationaler Fachgesellschaften etabliert (Duceppe et al. 2017,

Fleisher et al. 2014; Kristensen et al. 2014).

Revised Cardiac Risk Index (RCRI)

Der Revised Cardiac Risik Index (RCRI) gilt aufgrund seiner langjahrigen Validierung und leichten
Handhabung als der am weitesten verbreitete praoperative kardiovaskulare Risikoindex (Duceppe et
al. 2017; Fleisher et al. 2014; Kristensen et al. 2014). Der RCRI nach Lee (Lee et al. 1999b) bildet die
weiterentwickelte Form des lange Zeit als Standard geltenden Goldman-Indexes (Goldman et al.
1977). Er wurde 1999 im Rahmen einer monozentrischen Studie anhand 2893 nicht-
kardiochirurgischen Patienten (=50 Jahre) entwickelt. Unter Einbezug funf kardiovaskuldrer
Risikofaktoren und der Art des operativen Eingriffes erlaubt er die Vorhersage eines Mils,
Lungenddems, Kammerflimmern sowie von Herzrhythmusstorungen und kardialen Arrestes
innerhalb eines Jahres nach Operation. Folgende Pradiktoren wurden definiert, wobei das
perioperative kardiovaskulare Risiko mit der Anzahl zutreffender Pradiktoren steigt (RCRI=0: 0,4 %;

RCRI=1: 0,9 %; RCRI=2: 6,6 % und RCRI 23: >11 %) (Lee et al. 1999b):

e Hoch-Risiko Eingriff (abdominelle, thorakale oder suprainguinale GefaRoperation)

e Bestehende koronare Herzerkrankung (KHK)

e Bestehende Herzinsuffizienz

e Bestehende zerebrovaskuldre Erkrankung (Z.n. zerebralem Insult/transiente ischdmische
Attacke (TIA))

e Insulinpflichtiger Diabetes mellitus

e Chronische Niereninsuffizienz (Serumkreatinin >2 mg/dl bzw. >177 umol/l)

Der RCRI weist eine gute Trennscharfe zwischen Patienten mit niedrigem und hohem perioperativem
Risiko fur kardiovaskuldare Komplikationen nach nicht-kardialen Operationen auf. In
gefalchirurgischen und kardialen Risikopatienten fiihrt die Erhebung des RCRIs jedoch haufig zur
Unterschatzung des perioperativen kardiovaskuldren Risikos (Devereaux et al. 2011a; Ford et al.
2010). Die Kanadische Fachgesellschaft fir kardiovaskulare Erkrankungen weist aus diesem Grund
eine Uberarbeitete Version des RCRIs mit angepassten Risikoklassifikationszuordnungen aus. Diese

basiert auf einer Vielzahl externer Validierungsstudien und dient der Vorhersage eines
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perioperativen Mls, kardialen Arrestes und Tod innerhalb von 30 Tagen postoperativ (RCRI=0: 3,9 %;

RCRI=1: 6,0 %; RCRI=2: 10,1 % und RCRI>3: 15 %) (Duceppe et al. 2017).

American College of Surgeons (ACS) National Surgical Quality Improvement Program (NSQIP)

Myocardial Infarction or Cardiac Arrest (MICA)

Neben dem RCRI hat der NSQIP-MICA als weiterer Risikoscore Einzug in internationale perioperative
Leitlinien erhalten. Der MICA-Index wurde 2011 auf Basis eines ACS-NSQIP-Datensatzes, bestehend
aus mehr als 200 000 chirurgischen Patienten, entwickelt und validiert. Die Berechnung des MICA-
Indexes erfolgt mit Hilfe eines interaktiven Online-Risikokalkulators
(www.surgicalriskcalculator.com/miorcardiacarrest) und erlaubt die eingriffsspezifische
Risikopradiktion von Ml und kardialem Arrest innerhalb von 30 Tagen postoperativ. Das individuelle
perioperative kardiale Risiko eines Patienten richtet sich dabei nach folgenden Parametern (Gupta et
al. 2011):

e Art des geplanten operativen Eingriffes

e Funktionelle Belastbarkeit des Patienten

e American Society of Anesthesiologists (ASA)-Klassifikation

e Alter des Patienten

e Chronische Niereninsuffizienz (Serumkreatinin >1,5 mg/dl bzw. >133 umol/I)

Die prognostische Giite des MICA-Indexes Ubertrifft jene des RCRIs (Gupta et al. 2011). Dennoch
flhrt seine Erhebung zur Unterschatzung des perioperativen MI-Risikos, da bei der Entwicklung des
Scores auf postoperatives Troponin-Screening verzichtet und infolgedessen eine Vielzahl
perioperativer Mls nicht dokumentiert wurde. Eine weitere Limitation des MICA-Indexes besteht in

der noch unzureichenden Validierung des Indexes in unabhangigen Kohorten (Fronczek et al. 2019).

ACS-NSQIP Surgical Risk Calculator

Im Jahr 2013 folgte die Entwicklung des NSQIP Surgical Risk Calculators basierend auf den NSQIP-
Datensatzen von mehr als 1,4 Millionen chirurgischen Patienten. Es handelt sich um einen Web-
basierten Risikokalkulator (www.riskcalculator.facs.org/RiskCalculator), der neben der Art des
operativen Eingriffes, 20 weitere demographische Variablen und Komorbiditaten beriicksichtigt. Die
Anwendung des NSQIP Surgical Risk Calculators erlaubt die eingriffsspezifische Risikovorhersage acht
unterschiedlicher Entitaten, darunter Mortalitdt, Morbiditat und kardiale Komplikationen (Ml und
kardialer Arrest) wahrend eines postoperativen Zeitraumes von 30 Tagen (Bilimoria et al. 2013). Die
fir den MICA-Index genannten Einschrankungen treffen jedoch gleichermaen auf den NSQIP

Surgical Risk Calculator zu.
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Die Erhebung praoperativer Risiko-Indizes erlaubt eine Abschdtzung des perioperativen
kardiovaskularen Risikos und kann bei der Identifizierung von Risikopatienten, die von einer
weiterfihrenden prdoperativen Evaluierung profitieren, unterstiitzen (Leschke et al. 2017). Das
vorhergesagte kardiovaskuldare Risiko eines Patienten unterscheidet sich jedoch maRgeblich in

Abhangigkeit des angewandten Risikoindexes (Glance et al. 2018).

1.1.2.2 Biomarker zur Vorhersage perioperativer kardiovaskuldrer Ereignisse

Biomarker gewinnen flr die praoperative Risikostratifikation perioperativer kardiovaskularer
Komplikationen zunehmend an Bedeutung. Die Bestimmung praoperativer Biomarker erfolgt unter
Berlicksichtigung des operativen Risikos, der prdoperativen Anamnese sowie der korperlichen
Untersuchung, jedoch nicht routinemallig. Im Rahmen der prdoperativen Risikoevaluierung wird
zwischen kardialen Integritdtsmarkern, die eine Myokardischamie/-schidigung bzw. eine
ventrikuldre Dysunktion anzeigen, und inflammatorischen Biomarkern differenziert (Kristensen et al.

2014).

Kardiale Troponine (cTn)

Kardiale Troponine (cTn) umfassen die herzmuskelspezifischen Isoformen der Troponin-
Untereinheiten | (inhibitorisches Troponin, Tnl) und T (Tropomyosin-bindendes Troponin T, TnT).
Gemeinsam mit Troponin C, Aktin und Tropomyosin bilden sie die kontraktile Einheit des Myokards
(Halwachs-Baumann 2006). Eine Schadigung myokardialen Gewebes fiihrt zur Freisetzung kardialer
Troponine ins Blut. Hoch-sensitive Testsysteme zur Bestimmung der cTn-Konzentration erlauben die
schnelle, spezifische und sensitive Detektion einer myokardialen Schadigung beispielsweise auf dem
Boden einer Ischdmie und bilden die Grundlage der Myokardinfarkt-Diagnostik (Thygesen et al.
2018). Ein cTn-Konzentrationsanstieg ist jedoch nicht zwangsldufig auf ein Infarktgeschehen
zurlickzufihren. In den vergangenen Jahren konnten eine Reihe von Erkrankungen, die ebenfalls eine
Troponin-Erhéhung nach sich ziehen, ausgemacht werden. Dies trifft bspw. auf eine Lungenembolie,
eine akute Linksherzinsuffizienz, septische Zustandsbilder sowie terminale Niereninsuffizienz zu und

sollte bei der Diagnosestellung berticksichtigt werden (Korff et al. 2006).

Im perioperativen Setting weisen Patienten mit praoperativ erhéhtem Troponin (cTnl >100 ng/l;
hoch-sensitives (hs)-cTnT >14ng/l) ein erhdhtes Risiko fiir perioperative kardiale Komplikationen auf
(Biccard et al. 2012; Nagele et al. 2013). Der inkrementelle prognostische Wert prdoperativer
Troponin-Bestimmungen zur RCRI-basierten Risikopradiktion konnte im Rahmen einer prospektiven

multizentrischen Studie an 979 kardialen Risikopatienten nachgewiesen werden (Weber et al. 2013).
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Kardiale natriuretische Peptide (NP)

Natriuretische Peptide (NP) stellen die Gegenspieler des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) dar. Ihre Funktion besteht in der Senkung des Blutdruckes, um das Herz vor GbermaRiger
Volumen- und Druckbelastung zu schiitzen. In der kardialen Diagnostik nehmen B-type natriuretische
Peptide (BNP) eine zentrale Rolle unter den natriuretischen Hormonen ein. BNP wird im
Wesentlichen von Kardiomyozyten der Herzventrikel exprimiert. Die proteolytische Spaltung des
Prohormons pro-BNP fiihrt zur Entstehung von C-terminalen BNP und N-terminalen proBNP (NT-
proBNP) (Halwachs-Baumann 2006). Beide Peptide werden infolge einer erhéhten myokardialen
Wandspannung vermehrt freigesetzt. Erhohte BNP- und NT-proBNP-Werte im Plasma stellen Marker
einer linksventrikularen Dysfunktion dar und werden zur Diagnose und Prognose einer
Herzinsuffizienz herangezogen (Ponikowski et al. 2016). Konzentrationsanstiege konnen dahingegen
auch extrakardiale Ursachen haben, bspw. Lungenembolie, Sepsis, Hyperthyreose oder korperliche

Anstrengung (Felker et al. 2006; Hamasaki 2016).

Die Bestimmung praoperativer kardialer NPs erwies sich in den vergangenen Jahren von
inkrementeller Bedeutung fir die Vorhersage perioperativer kardiovaskuldarer Komplikationen nach
nicht-kardialen Operationen (Karthikeyan et al. 2009; Rodseth et al. 2011). Erst kiirzlich konnte im
Rahmen einer prospektiven multizentrischen Studie an 10 402 nicht-kardiochirurgischen Patienten
eine Assoziation prdoperativer NT-proBNP-Werte mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
innerhalb von 30 Tagen postoperativ gezeigt werden (Duceppe et al. 2019). Die zusatzliche
Berlicksichtigung praoperativer NT-proBNP-Werte zur RCRI-basierten Risikopradiktion fihrt zu einer
genaueren Vorhersage perioperativer kardiovaskuldarer Komplikationen, die insbesondere auf den
hohen negativen Pradiktionswert von NT-proBNP zuriickzufiihren ist (Choi et al. 2010; Duceppe et al.

2019; Lurati Buse et al. 2011).

Sonstige kardiale Biomarker

Weitere, teils neue kardiale Biomarker, die Gegenstand intensiver wissenschaftlicher
Untersuchungen sind, derzeit jedoch eine untergeordnete Rolle in der praoperativen
Risikoevaluierung fir kardiovaskuldare Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen
einnehmen, umfassen Kreatinin-Kinase MB (CK-MB) (Landesberg et al. 2003), mid-regional Pro-
Adrenomedullin (MR-proADM) (Gillmann et al. 2017; Golubovi¢ et al. 2018) und den Fibrosemarker

soluble suppression of tumorigenicity-2 (sST2) (Yang et al. 2018).

Inflammatorische Biomarker

Systemische Inflammation spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Progression

kardiovaskuldrer Erkrankungen (Hansson 2005). Die Bestimmung inflammatorischer Biomarker
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erlaubt die Beurteilung von Aktivitat und Vulnerabilitat atherosklerotischer Lasionen (Blankenberg
2005) und folglich eine Abschatzung des Risikos perioperativer kardiovaskularer Komplikationen. Fur
praoperativ erhohte Werte des Routine-Entziindungsparameters C-reaktives Protein (CRP) konnte
eine unabhdngige Assoziation mit dem Auftreten perioperativer kardiovaskularer Ereignisse gezeigt
werden (Choi et al. 2010; Scrutinio et al. 2011). Weitere Entziindungsmediatoren, dessen Eignung zur
kardiovaskularen Risikoevaluierung vor nicht-kardialen chirurgischen Eingriffen untersucht wird,
umfassen Interleukin-6 (IL-6) (Hedman et al. 2007) und das Verhaltnis von Neutrophilen zu
Lymphozyten (NLR) (Ackland et al. 2019). Ob und wie die prdoperative Bestimmung
inflammatorischer Biomarker die perioperative Therapie beeinflusst und damit das Risiko

kardiovaskularer Komplikationen reduzieren kann, ist bislang unklar (Buse et al. 2018).

1.1.2.3 Nicht-invasive kardiale Funktionsuntersuchungen

Am Ende der praoperativen kardiovaskuldaren Patientenevaluierung steht die Erwagung nicht-
invasiver Funktionsuntersuchungen. Diese stehen jedoch nicht im Fokus der hier prasentierten Arbeit
und seien nur der Vollstindigkeit halber angefiihrt. Nicht-invasive Funktionsuntersuchungen
umfassen die Erhebung eines Belastungs-Elektrokardiogrammes (EKG), pharmakologische Stress-
Echokardiographien und -Szintigraphien sowie kardiale Adenosin-Stress-Magnetresonanz-

tomographien (MRT) (Leschke et al. 2017).

1.1.2.4 Praoperative Risikoevaluierung gemaRB internationaler Fachgesellschaften

Aktuelle Leitlinien internationaler Fachgesellschaften unterscheiden sich hinsichtlich des
Stellenwertes, den sie der funktionellen Belastungskapazitat, Biomarkern und nicht-invasiven
Funktionsuntersuchungen im Rahmen der praoperativen kardiovaskularen Risikoevaluierung
zukommen lassen. Ein wesentlicher Unterschied besteht zudem in der Empfehlung des zu
verwendenden Risikoindexes. Abbildung 1.1 zeigt eine schematische Gegeniberstellung der
kardiovaskularen Risikopradiktion vor nicht-kardiochirurgischen Operationen gemald aktueller
Leitlinien der Europédischen Gesellschaften fiir Kardiologie und Anésthesie (ESC/ESA) (Kristensen et al.
2014), der US-Amerikanischen Gesellschaft fur Kardiologie (ACC/AHA) (Fleisher et al. 2014) sowie der
Kanadischen Gesellschaft fir Kardiologie (CCS) (Duceppe et al. 2017).
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ESC/ESA ACC/AHA CCs
(Kristensen et al., 2014) (Fleisher et al., 2014) (Duceppe et al., 2017)
Patienten Patienten Patienten
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» mit KHK-Risiko * 18-44 Jahre mit sign. CVD
v v
Artder OP Einteilung in Einteilung in
* Niedriges Risiko (<1%) * Niedriges Risiko (<1%)
* Mittleres Risiko (1-5%) * Hohes Risiko (=1%)
* Hohes Risiko (>5%)
7 7
Funktionelle METs METs
Belastungs- * <4 geringe Belastbarkeit * <4 geringe Belastbarkeit
kapazitat * >4 moderate - gute * 24 moderate - gute
Belastbarkeit Belastbarkeit
- v y
Risikoindizes RCRI + NSQIP Surgical Risk RCRI
NSQIP MICA Calculator
_ = :
Biomarker Troponin o.
BNP/NT-proBNP, wenn BNP/NT-proBNP, wenn
* METs <4 + Patient 265 Jahre
» gefaBchirurgisch mit RCRI o Patient zw. 45-64
>1 Jahren mit sign. CVD o.
* nicht-gefaBchirurgisch mit RCRI >1
RCRI >2
v

Nicht-invasive Ja, in Abhangigkeit von

i Ja, METs <4 o.
Funktionsunter- | OP-Risiko, funktioneller a, wenn 8@

suchung Belastbarkeit u. RCRI unbekannt
b ¥
Post-OP . . Troponin (48-72 h), wenn
Monitoring Trol;\)ﬁnm (;.:II’\IP/ Troponin + E.KG, wenn « BNP 292 mg/|
. Ll * Symptome eines Mioder . NT.5roBNP = 300 mg/I
in Hoch-Risikopatienten Ischamie « BNP/NT-proBNP

unbekannt

Abbildung 1.1. Gegeniiberstellung internationaler Leitlinien zur praoperativen Evaluierung des
kardiovaskuldaren Risikos nicht-kardiochirurgischer Patienten. Gezeigt ist der vereinfachte schematische
Ablauf der prdoperativen Risikostratifikation gemaR den Leitlinien der Europdischen Gesellschaften fir
Kardiologie und Anasthesiologie (ESC/ESA), der US-Amerikanischen Gesellschaft fiir Kardiologie (ACC/AHA)
sowie der Kanadischen Gesellschaft fiir Kardiologie (CCS). Wesentliche Unterschiede zwischen den Leitlinien
unterschiedlicher Fachgesellschaften sind farblich hervorgehoben. KHK: koronare Herzkrankheit, CVD:
kardiovaskulire Erkrankung, MET: metabolisches Aquivalent, RCRI: Revised Cardiac Risk Index, NSQIP: National
Surgical Quality Improvement Program, MICA: Myocardial Infarction or Cardiac Arrest, BNP: B-type
natriuretisches Peptid, NT-proBNP: N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid, MI: Myokardinfarkt.

1.1.2.5 Risikoadaptierte Pravention und Therapie

Ziel der praoperativen Patientenevaluierung besteht in der Minimierung perioperativer Mortalitat
und Morbiditdt. Die Einschatzung des perioperativen kardiovaskuldren Risikos verbessert die
prdaoperative Patientenaufklarung und erlaubt die Beurteilung der Notwendigkeit weiterfiihrender
diagnostischer  Untersuchungen. Umgekehrt kann sie zur Vermeidung Uberflissiger
Voruntersuchungen und infolgedessen zur Verkirzung der praoperativen Untersuchungsablaufe und
Kosteneinsparungen fiihren. In Patienten mit hohem prognostiziertem perioperativem Risiko

kéonnen, sofern alternative Therapiemethoden zur Verfligung stehen, risikodrmere
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Operationsverfahren in Erwagung gezogen werden. Dies kdonnte mitunter die Absage des operativen
Eingriffes zugunsten einer konservativen Behandlung (Bestrahlung, Chemotherapie, etc.) zur Folge
haben. Eine Reduktion des kardiovaskuldaren Risikos kann darliber hinaus durch gezielte Initiierung
bzw. Intensivierung medikamentoser Therapien erreicht werden. Die praoperative
Patientenevaluierung erlaubt zudem eine Anpassung des peri- und postoperativen Monitorings,
bspw. durch Einplanung eines postoperativen Intensivaufenthaltes (Lehmann 2017). Ob die
prdoperative Evaluierung nicht-kardiochirurgischer Patienten tatsachlich zur Anpassung der
perioperativen Therapie bzw. des Monitorings und damit zur verbesserten Prognose des Patienten

fiihrt, ist unzureichend belegt (Auerbach et al. 2007; Johansson et al. 2013; Mol et al. 2019).

1.2. Atherosklerose als Ursache perioperativer kardiovaskuladrer Ereignisse
1.2.1 Epidemiologie kardiovaskuldrer Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen bilden die haufigste Todesursache weltweit (WHO 2016). Allein in
Deutschland konnten 2017 knapp 37 % aller Todesfalle auf die Folgen kardiovaskularer Erkrankungen
zuriickgefiihrt werden (Statistisches Bundesamt 2017). Darunter ist Atherosklerose mit ihren
Folgeerscheinungen MI und Schlaganfall fir etwa 85% der kardiovaskularen Mortalitat

verantwortlich (WHO 2016).

1.2.2 Pathophysiologie der Atherosklerose

Atherosklerose ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung der arteriellen Gefallwand. Sie
manifestiert sich vorrangig in groRen und mittleren Arterien wie Aorta, Carotiden und

Koronararterien (Libby und Hansson 2015).

Anatomie der GefdfSwand

Die arterielle GefaBwand besteht aus drei Schichten, die sich in Aufbau und Funktion unterscheiden.
Das Innere der GefdRwand ist mit einem einschichtigen Plattenendothel, der Tunica intima (Intima)
ausgekleidet. Endothelzellen sind tiber dichte Zell-Zell-Kontakte, sog. Tight junctions, untereinander
verbunden und liegen einer Basallamina auf. Die Intima bildet eine Diffusionsbarriere zwischen
GefaBlumen und Subendothelialraum. Gleichzeitig ist sie an der Regulation der Leukozytenmigration,
Blutgerinnung, GefaRweite, Angiogenese und der Synthese extrazellularer Matrix beteiligt. Die
Membrana elastica interna trennt die Intima von der mittleren Schicht der GefaBwand, der Tunica
media (Media). Letztere ist aus mehreren Schichten glatter Muskelzellen (SMC) aufgebaut, die in
einer extrazellularen Matrix eingebettet sind. |hre Hauptfunktion besteht in der Regulation der
Lumenweite und des GefalRwiderstandes. Die duRere, dritte Schicht der GefaBwand bildet die Tunica

adventitia (Adventitia). Sie wird durch die Membrana elastica externa von der Media abgegrenzt,
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besteht aus Bindegewebe, elastischen und kollagenen Fasern und ist fir die nervale und

metabolische Versorgung des BlutgefaRes verantwortlich (Lusis 2000).

Endotheliale Dysfunktion

Die allgemein anerkannte Theorie zur Pathogenese der Atherosklerose ist auf die US-amerikanischen
Wissenschaftler Ross und Glomset zuriickzufiihren. Gemal ihrer response-to-injury Hypothese von
1977 stellt die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen eine Reaktion des GefaRes auf eine lokale
Schadigung des Endothels, der Intima, dar. Entsprechend pradisponiert fir die Bildung
atherosklerotischer Plaques sind GefaBabschnitte, in denen turbulente Stromungswiderstande
herrschen (Ross et al. 1977). Im Wesentlichen betrifft dies Bifurkationen, arterielle
GefalRabzweigungen, Aortenbogen und Herzklappen (Dai et al. 2004; Morbiducci et al. 2016). Die
durch den turbulenten Blutfluss erzeugten Scherkrdfte stellen einen mechanischen Reiz fiir das
Endothel dar, in dessen Folge es zur Aktivierung und Schadigung der Endothelzellen kommen kann.
Regionen mit laminarer Stromung bleiben hingegen verschont (McMillan 1985). Neben veranderten
Stromungsverhaltnissen erhéhen weitere genetische und umweltbedingte Faktoren, wie
Dyslipidamie (Hyperlipoproteindmie und -cholesterindmie), Hypertonie, Hyperglykdmie, Rauchen
sowie Infektionen das Risiko einer Atherosklerose. Allen gemein ist die Ausibung oxidativen,
mechanischen, metabolischen, toxischen oder immunologischen Stresses auf Endothelzellen, was die
Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion beglinstigt (Lusis 2000). Im Rahmen dieser verlieren
Endothelzellen ihre Fahigkeit zur Synthese und Freisetzung des vasodilatierend wirksamen
Stickstoffmonoxids (NO). Aufgrund der daraus resultierenden gesteigerten Empfindlichkeit der
GefaBwand gegeniber Vasokonstriktoren kommt es zur Erhéhung des Gefalltonus sowie zur

vermehrten Thrombozyten- und Leukozytenadhésion an das Endothel (Miinzel 2008).

Schaumzellldsionen

Die initiale Schadigung des Endothels fiihrt zur Konformationsidnderung des endothelialen
Zytoskeletts, zur Lockerung der Tight junctions und infolgedessen zur gesteigerten parazelluldaren
Permeabilitdat der Intima (Florian et al. 2003). Makromolekiile, darunter Lipoproteine (v.a. low-
densitity Lipoprotein, LDL) dringen vermehrt in den subendothelialen Raum. Die Folge ist eine
intimale Anreicherung von LDL, welches durch myeloische Peroxidasen, freie Sauerstoff- (ROS) oder
Stickstoffradikale (NOS) zu oxLDL oxidiert (Leitinger 2003; Marchio et al. 2019) und von sog. Pattern
Recognition Rezeptoren (PRR) gebunden wird. Es kommt zur Induktion einer lokalen
Inflammationsreaktion des Endothels. Die Expression von Adhdsionsmolekilen (z. B. Intrazellulares
Adhasionsmolekiil-1 (ICAM-1), Vaskulares Adhasionsmolekiil-1 (VCAM-1), E- und P-Selektin) und
Zytokinen (Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF), Monozyten-Chemoattractant

Protein-1 (MCP-1), Interleukin-8 (IL-8)) wird hochreguliert, was die vermehrte Rekrutierung,
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Adhasion und Migration von Leukozyten, insbesondere von T-Lymphozyten und Monozyten nach sich
zieht. In die GefaBRwand eingewanderte Monozyten differenzieren zu Makrophagen. Diese binden
und internalisieren oxLDL Uber Scavenger-Rezeptoren (SR; z.B. CD36, SR-A1, Lektin-artiger oxLDL
Rezeptor-1 (LOX-1)). Ubersteigt die oxLDL-Zufuhr die metabolische Kapazitit von Makrophagen,
bilden sich intrazellulare Lipidtropfchen. Da diese Makrophagen unter dem Lichtmikroskop schaumig
erscheinen lassen, werden sie als Schaumzellen bezeichnet. Die herdférmige Ansammlung der Zellen
fihrt zur Ausbildung der frihstadialen Atherosklerose, sog. Schaumzellldsionen (fatty streaks)

(Hansson 2005; Lusis 2000).

Progression zum Fibroatherom

Fortgeschrittene atherosklerotische Plaques, sog. Fibroatherome, sind durch eine fibrése Kappe und
nekrotische Areale charakterisiert. Die im Zuge der chronischen Inflammationsreaktion von T-
Lymphozyten und Makrophagen sezernierten Zytokine (Interferon-y (IFN-y), Interleukin-1 (IL-1)) und
Wachstumsfaktoren (Tansforming Growth Factor-B (TGF-B), Platelet-derived Growth Factor-B (PDGF-
B)) fuihren zur Aktivierung von SMCs. Daraufhin migrieren diese aus der Media in die Intima,
beginnen vermehrt zu proliferieren und extrazellulare Matrix zu sezernieren (Doran et al. 2008). Dies
fihrt in der Regel zur Verdickung der Intima (Neointima) und der Ausbildung einer fibrésen Kappe,
die malRgeblich fir die Integritat und Stabilitdt des atherosklerotischen Plaques verantwortlich ist. Sie
trennt das GefalRlumen vom stark thrombogenen lipidreichen Kern, der das Ergebnis apoptotischer
und nekrotischer Schaumzellen ist (Lusis 2000). Intrazelluldres Cholesterin kann in Form von
Cholesterinkristallen prazipitieren, die wiederum die Aktivierung des Inflammasoms und
infolgedessen den programmierten Zelltod von Schaumzellen induzieren (Feng et al. 2003). Mit
fortschreitender Atherogenese gewinnt der Plaque an Volumen, kann durch eine dicke fibrose Kappe
jedoch lange Zeit intakt bleiben. Die zunehmende Okklusion des GefaBlumens kann sich durch
Manifestation klinischer Symptome, bspw. in Form einer belastungsabhingigen stabilen Angina

pectoris (AP) duBern (van der Wal und Becker 1999).

Instabile, vulnerable atherosklerotische Lésionen

Die Wachstumsgeschwindigkeit atherosklerotischer Plaques wird durch kardiovaskulare
Risikofaktoren bestimmt (Eggen und Solberg 1968). Die Zunahme der PlaquegrofRe sowie der erhéhte
Sauerstoffverbrauch Plaque-ansassiger Immunzellen kdnnen eine lokale Hypoxie innerhalb der
Lasion auslosen. Die Folge ist Neoangiogenese (Sluimer et al. 2008). Neugebildete BlutgefalRe haben
ihren Ursprung im Vasa vasorum der Adventitia und bieten alternative Eintrittsmoglichkeiten fir
inflammatorische Zellen in den Plague. Neoangiogenese und die durch sie verursachten
Mikroeinblutungen kdnnen zum rapiden Wachstum und zur gesteigerten inflammatorischen Aktivitat

des atherosklerotischen Plagues beitragen (Kolodgie et al. 2003). Des Weiteren fiihren proteolytische
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Enzyme (Matrix-Metalloproteasen (MMPs), Cathepsine) und die Inhibierung von SMCs zum Abbau
der fibrosen Kappe und infolgedessen zur Abnahme ihrer mechanischen Belastbarkeit (Ketelhuth und
Back 2011; Libby 2000). Gleichzeitig nehmen Scherkrafte, die auf den progredienten Plaque wirken,
zu (Wang et al. 2016a). Eine atherosklerotische Lasion gilt in diesem Stadium als massiv Ruptur-

gefahrdet und wird als vulnerabler Plaque bezeichnet.

Plaqueruptur

Halt der vulnerable atherosklerotische Plaque den mechanischen Scherkraften nicht mehr Stand und
wird beschadigt, kann es zur Exposition thrombogenen Materials und infolgedessen zur Aktivierung
der Koagulationskaskade mit Thrombosierung kommen. Die Folge ist eine partielle oder vollstandige
GefaBokklusion, die sich klinisch, je nach Lokalisation, haufig in Form eines akuten Koronarsyndroms
oder eines thromboembolischen Apoplex manifestiert. Weniger haufig ist die Inzidenz periphererer,

viszeraler oder retroperitonealer GefaRverschlisse.

Pathophysiologisch liegen der Thrombusbildung zwei Mechanismen zugrunde (Libby 2002). Die
oberflachliche Erosion einzelner Endothelzellen, verursacht durch den Abbau extrazellularer Matrix
(Rajavashisth et al. 1999) oder Endothelzell-Apoptose (Mallat et al. 1999b), fihrt zur Freilegung
subendothelialen Kollagens und von Von Willebrand-Faktor. Die dadurch induzierte Aktivierung und
Adhasion von Thrombozyten haben eine rasche Bildung thrombotischer Auflagerungen zur Folge.
Eine solche Plaqueerosion ist hdufig und verlauft meist asymptomatisch. Jedoch werden etwa ein
Viertel aller akuten Koronarthrombosen auf erodierte Plaques zurilickgefihrt (Jia et al. 2016; Libby

2002).

Die Mehrheit akut auftretender Mils ist durch eine Ruptur der fibrosen Kappe bedingt. Hierdurch
gelangt der lipid-nekrotische Kern mit den Gerinnungsfaktoren des Blutes in Kontakt. Der nekrotische
Kern enthalt stark thrombogene Proteine, allen voran den von Makrophagen und SMCs sezernierten
Tissue factor. Die Exposition von subendothelialem Kollagen, extrazellularer Matrix und Tissue factor
flihrt wiederum zur Aktivierung der Gerinnungskaskade und zur plétzlichen Thrombosierung (Libby
2002). Die Schulterregion der atherosklerotischen Lasion gilt unterdessen als besonders vulnerable,
da diese den groiten Scherkraften ausgesetzt ist (Pasterkamp et al. 2000; Richardson et al. 1989).
Zusatzlich akkumulieren inflammatorische Zellen bevorzugt im Bereich der Plaqueschultern und
treiben so die progrediente Ausdiinnung und Destabilisierung der fibrésen Kappe voran (Stoger et al.

2012; van der Wal et al. 1994).

1.2.3 Atiologie perioperativer Myokardinfarkte

Mls sind durch den ischamischen Untergang myokardialer Zellen gekennzeichnet. Die in Verbindung

mit nicht-kardiochirurgischen Eingriffen auftretenden Mils lassen sich hinsichtlich ihrer
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zugrundliegenden Pathophysiologie in Typ 1- und Typ 2-Mls unterteilen. Typ-1 Mls werden durch ein
akutes atherothrombotisches koronares Ereignis wie Ruptur, Fissur oder Erosion instabiler
Koronarplaques verursacht, in deren Folge es zur Ausbildung eines gefaRverschlielenden Thrombus
kommen kann. Einem Typ 2-MI liegt hingegen ein Ungleichgewicht zwischen myokardialem

Sauerstoffangebot und -bedarf zugrunde (Karatolios et al. 2016).

Die Inzidenz perioperativer Mls, die auf eine Plaqueruptur zurlickzufiihren sind, variiert in
verschiedenen angiographischen Studien zwischen 13 und 59 % (Hanson et al. 2013; Helwani et al.
2018; Sheth et al. 2018). Zudem wurde gezeigt, dass gefdRchirurgische KHK-Patienten, die einen
perioperativen Ml oder kardialen Tod erleiden, praoperativ eine hohere Anzahl Atherosklerose-
erkrankter Gefalde, atherosklerotischer Lasionen sowie verschlossener Kollateralgefdlde im Vergleich

zu KHK-Patienten ohne perioperatives Ereignis aufweisen (Ellis et al. 1996).

Eine weitere vom perioperativen MI abzugrenzende Entitdat stellt die Ischamie-bedingte
Myokardschadigung nach nicht-kardiochirurgischen Operationen, die sog. MINS, dar. MINS ist durch
eine Troponin-Konzentrationsveranderung bei gleichzeitiger Abwesenheit Ischamie-typischer
Symptome innerhalb von 30 Tagen postoperativ charakterisiert. Pathophysiologisch kénnen dem
klinisch inapparenten ischamischen Untergang des Myokards sowohl ein Missverhaltnis aus
Sauerstoffverbrauch und -angebot als auch transiente GefaRverschliisse zugrunde liegen (Devereaux

und Szczeklik 2019).

1.2.4 Atherosklerose unter dem Einfluss perioperativen Stresses

Die durch einen operativen Eingriff hervorgerufenen physiologischen Reaktionen eines Organismus
werden unter dem Begriff des perioperativen Stresses zusammengefasst (Giannoudis et al. 2006).
Pathophysiologisch liegen der Stressantwort weitreichende endokrine, metabolische und
immunologische Verdnderungen zugrunde (Desborough 2000). Diese werden in erster Linie durch
den chirurgischen Stimulus sowie der begleitenden Andsthesie und Analgesie hervorgerufen
(Rossaint und Zarbock 2018). Die Schwere des Eingriffes sowie seine Dauer und das Ausmal des
zugefiigten Gewebstraumas bestimmen unterdessen die Intensitdt der Stressantwort (Desborough
2000). Darliber hinaus tragen unmittelbar praoperative sowie postoperativ auftretende Faktoren zur
Auslésung und Aufrechterhaltung der Stressreaktion bei (Devereaux und Sessler 2015; Manou-

Stathopoulou et al. 2019).

Perioperativ . kommt es zur Aktivierung des sympathischen Nervensystems, infolgedessen zur
Freisetzung von Katecholaminen, die wiederum eine Steigerung der Herzfrequenz und des
systolischen Blutdrucks bewirken (Priebe 2016). Zuséatzlich kénnen Flissigkeitsverschiebungen
Hypovolamie und Minderperfusion betroffener Gewebeabschnitte auslosen. Anasthetika und

Analgetika flhren zur Verminderung des Herzzeitvolumens, Vasodilatation und Hypotonie,
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Hypothermie sowie zu respiratorischen Einschrankungen (Bierle et al. 2019; Rossaint und Zarbock
2018). Das Gewebstrauma und die damit einhergehende Zellschadigung hat die Freisetzung
entziindlicher Mediatoren (IL-1, IL-6, TNF-a) durch Leukozyten, Fibroblasten und Endothelzellen zur
Folge. Die anfanglich lokale Inflammationsreaktion wird durch den Einsatz von Blutprodukten und
kiinstlicher Beatmung sowie durch die Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen verstarkt und
entwickelt sich rasch zur systemischen Immunantwort (Desborough 2000; Hughes et al. 2010;
Rossaint und Zarbock 2018). Im Rahmen dessen kommt es zur gesteigerten Koagulation, die durch
den Anstieg von Gerinnungsfaktoren, verstarkter Thrombozyten-Aggregation sowie verminderter
Fibrinolyse gekennzeichnet ist (Collins et al. 1977). Tierexperimentelle Untersuchungen zeigen, dass
die im Rahmen eines operativen Eingriffes auftretenden immunologischen Vorgange zu einer raschen
Progression und Destabilisierung vorbestehender atherosklerotischer Plaques fiihren (Fuijkschot et

al. 2016; Janssen et al. 2015).

Die durch Blutdruckveranderungen und Tachykardie zunehmenden Scherkrdfte sowie die
systemische Inflammationsreaktion des Korpers konnen zur Destabilisierung und Ruptur
vorbestehender atherosklerotischer Plaques und in Folge der Hyperkoagulabilitdt zum perioperativen
Typ-1 Ml fiihren. Vorerkrankte GefalRabschnitte reagieren auf die Erhéhung des Sympathikotonus mit
Vasokonstriktion, was wiederum die Perfusion nachgeschalteten Gewebes sowie das
Sauerstoffangebot reduziert. Gleichzeitig ist der myokardiale Sauerstoffbedarf durch Tachykardie
erhoht. Hypotonie, Hypoxie und Anamie verstarken das Missverhaltnis zwischen Sauerstoffverbrauch
und -angebot zusatzlich, was die Manifestation eines perioperativen Typ-2 Mls zur Folge haben kann

(Devereaux und Sessler 2015; Smilowitz und Berger 2016) (Abb. 1.2).
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‘ chirurgischer Eingriff ‘ ’ Anésthesie & Analgesie
L Psychosozialer Stress
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Abbildung 1.2. Komponenten perioperativen Stresses und ihre Assoziation mit perioperativen
Myokardinfarkten. IL: Interleukin, TNF- a: Tumornekrosefaktor-a, CRP: C-reaktives Protein.
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1.3 Rolle des angeborenen und adaptiven Immunsystems in der Atherosklerose

Die Pathogenese der Atherosklerose ist durch eine fehlgeleitete chronisch-inflammatorische Antwort
des angeborenen und adaptiven Immunsystems gekennzeichnet. Neben Monozyten, Makrophagen
und T-Lymphozyten wird einigen weiteren Leukozyten-Subpopulationen, darunter Neutrophilen,
dendritischen Zellen, Mastzellen, natirlichen Killerzellen (NK) und B-Lymphozyten, eine relevante
Rolle im Krankheitsverlauf zugeschrieben (Simon Daniel und Zidar 2012). Zudem zeigen prospektive
Langzeitstudien eine Assoziation zwischen hohem Gesamtleukozyten-Wert und kardialem Risiko (Kim
et al. 2017; Lee et al. 2001). Im Folgenden wird die Funktion der flir die hier vorgelegte Arbeit
relevanten Zellpopulationen in der Atherogenese herausgearbeitet. Dies beschrankt sich auf

Monozyten und Makrophagen, NKs sowie die den T-Lymphozyten angehérigen Subtypen.

1.3.1 Monozyten und Makrophagen

Als Teil des angeborenen Immunsystems gelten Monozyten und Makrophagen als Hauptakteure der
Atherogenese. Sie sind an allen Stadien, von Initiierung tber Progression hin zur Komplikation des

atherosklerotischen Plaques, beteiligt (Moroni et al. 2019).

Humane Monozyten lassen sich anhand ihrer charakteristischen Oberflachenexpression von
Lipopolysaccharid (LPS)-Rezeptor CD14 und des Fcylll-Rezeptors CD16 in drei Subtypen
differenzieren, welche sich in Eigenschaften und Funktion unterscheiden. Klassische Monozyten
(CD14**CD16) sind kurzlebig, bilden mit etwa 85 % den groten Anteil der Gesamtmonozyten-
Population, weisen eine starke Phagozytoseaktivitdit auf und produzieren ROS. Intermediare
Monozyten (CD14**CD16%) und nicht-klassische Monozyten (CD14*CD16**) machen 2-8 bzw. 2-11 %
der Gesamt-Monozyten aus und gelten aufgrund ihrer vermehrten Zytokinproduktion
(Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), IL-1B, IL-6) als pro-inflammatorisch. Entgegen des klassischen
Subtyps generieren sie keine ROS. Unterdessen weisen intermedidare Monozyten angiogenetische
Eigenschaften auf; nicht-klassische Monozyten patrouillieren entlang der GefaBwand und
Uberwachen die Integritat des Endothels (Hristov und Weber 2011; Sampath et al. 2018). Erst
kiirzlich konnte gezeigt werden, dass es sich weniger um distinkte Zellpopulationen handelt, sondern
viel mehr um den Differenzierungsprozess klassischer Monozyten hin zu intermediaren und nicht-

klassischen Monozyten (Patel et al. 2017).

Aus prospektiven klinischen Langzeitstudien geht hervor, dass ein hoher Gesamt-Monozyten-Wert
(Yamamoto et al. 2016) sowie hohe Werte des klassischen (Berg et al. 2012; Hopfner et al. 2019) und
intermedidren Subtyps (Rogacev et al. 2012) mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko
einhergehen. Darliber hinaus konnten hohe klassische Monozyten-Werte nach stattgehabtem MI mit

einer verminderten myokardialen Regeneration und eingeschrankter linksventrikularer
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Ejektionsfraktion assoziiert werden (Tsujioka et al. 2009). RegelmaRiges, leichtes korperliches
Training korreliert hingegen mit einer Senkung des intermedidren Monozyten-Wertes (Timmerman
et al. 2008). Nicht-klassische Monozyten werden mit fortgeschrittener endothelialer Dysfunktion,
erhohtem BMI und eine Zunahme der Intima-Media-Dicke assoziiert (Rogacev et al. 2010; Urbanski
et al. 2017). Zudem ist die Anzahl CD16" Monozyten in Patienten mit KHK erhoéht (Kashiwagi et al.
2010; Schlitt et al. 2004; Zhuang et al. 2017). Umgekehrt weisen Schlaganfall-Patienten mit hohen
Werten des intermediaren und nicht-klassischen Substyps ein geringeres Risiko fiir Komplikationen
(Infektion, Gesamtmortalitdt) auf (Urra et al. 2009), was auf die angiogenetischen und
wundheilungsfordernden Eigenschaften von CD16* Monozyten zuriickzufiihren sein konnte. Diese
klinischen Daten unterstreichen die Plastizitat die

und Heterogenitat der Funktionen,

unterschiedlichen Subpopulationen in der Atherogenese zukommt (Tab. 1.1).

Tabelle 1.1. Ubersicht klinischer Studien zur Untersuchung der Assoziation von Monozyten mit

kardiovaskuldren Ereignissen. KHK: koronare Herzkrankheit, CV-Tod: kardiovaskularer Tod, MI:
Myokardinfarkt, AP: Angina pectoris.
Referenz Zell- Studien- Patienten Kohorte Endpunkt Ergebnis
population design (n)
Yama- Gesamt- prospektiv 389 KHK CV-Tod, M, 1 Monozyten
moto Monozyten instabile AP, (>360/mm3)
(2016) Schlaganfall, waren unabhén-
Herzinsuffizienz, giger Pradiktor
koronare des Endpunktes
Revaskularisierung
Hopfner CD14**CD16 prospektiv 994 KHK CV-Tod, M, 1 CD14*CD16
(2019) (Klassische) Schlaganfall waren unabhén-
giger Pradiktor
des Endpunktes
Berg CD14*CD16 prospektiv 700 Allgemein- CV-Tod, M, 1 CD14*CD16
(2012) (Klassische) bevolkerung  Schlaganfall waren unabhan-
giger Pradiktor
des Endpunktes
Rogacev  CD14**CD16* prospektiv 951 Koronar- CV-Tod, Ml, 1 cb14**CD16*
(2012) (intermedire) angiographie Schlaganfall waren unabhan-
giger Pradiktor
des Endpunktes
Urbanski CD14**CD16* prospektiv 130 KHK Endotheliale 1 cD14**CD16*
(2017) (intermediire) Dysfunktion waren unabhan-
gig mit dem End-
punkt assoziiert
Urra CD14*CD16* prospektiv 59 Schlaganfall  Infektion/Tod Assoziation zw.
(2009) (intermediare); nach Schlaganfall | cpb14a+cp16t
CcD14*CD16™ u. Ch14*CD16**
(nicht- und Endpunkt

klassische)
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In Mausen werden Monozyten anhand des Lymphozyten-Antigen 6-Komplexes (Ly6C) in zwei
Subtypen unterschieden. Die vorherrschende Population ist durch eine hohe Ly6C-Expression
(CD11b*Ly6G Ly6C™) gekennzeichnet und stellt das murine Aquivalent klassischer Monozyten dar. Im
Fall einer Infektion oder Entziindung rekrutieren diese zligig in das betroffene, inflammatorische
Gewebe. Den kleineren Anteil bilden CD11b*Ly6G'Ly6C Monozyten. Sie werden als patrouillierende
bzw. residierende Monozyten bezeichnet und entsprechen dem nicht-klassischen Subtyp im
humanen System. Sie migrieren vorwiegend in nicht-entziindliches Gewebe (Hristov und Weber
2011). Intermedidre Monozyten haben hingegen keinen direkten murinen Gegenpart (Moroni et al.

2019).

Der Atherogenese liegt eine lokale Inflammationsreaktion des Endothels zugrunde. Die damit
einhergehende Sekretion von MCP-1 fiihrt zur chemotaktischen Rekrutierung im Blut zirkulierender
Monozyten in die GefaBwand (Moroni et al. 2019). Das Migrationsausmal} unterscheidet sich dabei
zwischen einzelnen Monozyten-Subtypen. Tierexperimentelle Daten zeigen, dass Makrophagen
innerhalb atherosklerotischer Plagques vorwiegend aus inflammatorischen Ly6C*™ Monozyten
hervorgehen (Swirski et al. 2007; Tacke et al. 2007). In die GefdBwand transmigrierte Monozyten
differenzieren wiederum in Abhdngigkeit des umgebenden Milieus in unterschiedliche
Makrophagen-Phanotypen. Klassisch aktivierte Typ 1 (M1)-Makrophagen entstehen in Anwesenheit
von LPS, IFN-y und TNF-a und sind durch ihre pro-inflammatorischen Eigenschaften charakterisiert.
Sie zeichnen sich durch Sekretion inflammatorischer Mediatoren, darunter IL-1B, IL-6, TNF-a, ROS,
Tissue factor und MMPs, aus und gelten als Plaque-destabilisierend. Demgegenliber steht die
heterogene Population alternativ aktivierter Typ 2 (M2)-Makrophagen. Diese werden lberwiegend
durch IL-4 und IL-10 aktiviert. Ihre Plaque-stabilisierenden Eigenschaften sind auf die Freisetzung
anti-inflammatorischer Zytokine (TGF-B, IL-10), fordernde Wundheilung sowie ein schnelles
Abklingen der Entziindung durch Efferozytose zuriickzufiihren (Back et al. 2015). Andererseits
konnen M2-Makrophagen durch die Sezernierung pro-angiogenetischer Wachstumsfaktoren
(Vascular endothelial growth factor (VEGF)) und der dadurch induzierten Neoangiogenese wesentlich

zur Destabilisierung atherosklerotischer Lasionen beitragen (Guo et al. 2018).

Makrophagen stellen den vorherrschenden Zelltyp atherosklerotischer Plaques dar. Die wahrend des
atherogenetischen Prozesses beobachtete Zunahme des Plague-Makrophagengehaltes ist
Uberwiegend auf die Proliferation gefdfstiandiger Makrophagen zuriickzufilhren (Robbins et al.
2013). Pro-inflammatorische M1-Makrophagen akkumulieren vorrangig in der Schulterregion
atherosklerotischer Plaques. Durch die Sezernierung von MMPs fordern sie die progrediente
Ausdinnung der fibrosen Kappe und die Destabilisierung der Lasion (Stoger et al. 2012). Zudem
konnte ein niedriger M2-Makrophagengehalt mit einer gesteigerten Plague-Vulnerabilitat assoziiert

werden (Johnson et al. 2014). In den letzten Jahren wurde jedoch deutlich, dass die biologische
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Plastizitdat von Makrophagen weit liber die urspriingliche Differenzierung hinausgeht. Neben M1- und
M2-Makrophagen wird Hamorrhagie- (M-HA), oxLDL- (M-Ox) und CXCL4-induzierten (M4)
Makrophagen eine Bedeutung in der Pathophysiologie der Atherosklerose beigemessen (Gleissner

2012; Legein et al. 2013).

1.3.2 Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen (CD3°CD16"CD56) sind Effektorzellen des angeborenen Immunsystems und bilden 5-10 %
der zirkulierenden Lymphozyten. |hre Hauptfunktion besteht in der Erkennung und Lyse
virusinfizierter und tumordser Zellen durch Apoptose. NK-Zellen sind in der Lage, gesunde,
korpereigene von infizierten bzw. entarteten Zellen zu unterscheiden. lhre Aktivierung durch
Interaktion mit betroffenen Zellen fiihrt zur Ausschiittung von Perforinen und Granzymen aus
zytoplasmatischen Granula, welche die Apoptose der Zielzelle induzieren. Zeitgleich kommt es zur
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine (IL-1B, TNF-a und IFN-y, Granulozyten-Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)), die wiederum die Aktivierung von Makrophagen und T-

Lymphozyten regulieren (Sedlacek 2017).

In atherosklerotischen Lasionen konnten NK-Zellen nur in geringer Konzentration nachgewiesen
werden (1-2 Zellen pro Plaque) (Nour-Eldine et al. 2018). Sie wurden sowohl in der Plaqueschulter als
auch unterhalb der fibrésen Kappe und von nekrotischen Arealen detektiert (Bobryshev und Lord
2005). lhre Rolle in der Atherogenese ist jedoch weniger gut untersucht. Entgegen friherer
tierexperimenteller Untersuchungen, die NK-Zellen einen pro-atherogenen Effekt zuschrieben,
wurde kirzlich deutlich, dass sie unter homdostatischen Bedingungen keinen Effekt auf
Atherosklerose ausiiben. Eine systemische Uberaktivierung von NK-Zellen, bspw. verursacht durch
eine Virusinfektion oder eine Turmorerkrankung, konnte hingegen mit einer Atherosklerose-
fordernden Wirkung assoziiert werden (Nour-Eldine et al. 2018), welche im Wesentlichen auf die
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine zuriickzufiihren ist. IFN-y fUhrt zur Inhibierung Matrix-
produzierender SMCs; TNF-a stimuliert zudem die Expression von Adhadsionsmolekilen in
Endothelzellen und fiihrt infolgedessen zur verstarkten Rekrutierung von Leukozyten in den
subendothelialen Raum. Ferner werden Schaumzellen durch die zytolytische NK-Zell-Aktivierung
vermehrt apoptotisch und tragen so zur Plaquedestabilisierung bei (Bonaccorsi et al. 2015; Ikeshita

et al. 2014).

Klinische Studien, die die Assoziation von NK-Zellen mit dem Auftreten kardiovaskularer
Erkrankungen und Ereignisse untersuchten, kommen zu diskrepanten Ergebnissen. Clerc et al.
beobachteten eine hohere NK-Zellzahl in KHK-Patienten gegeniiber gesunden Probanden (Clerc und
Rouz 1997). In einer alteren Kohorte zeigten Patienten mit Atherosklerose, verglichen mit Patienten

ohne kardiovaskuldarer Grunderkrankung, eine verminderte zytolytische Aktivitdt bei tendenziell
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hoheren NK-Leveln (Bruunsgaard et al. 2001). In einer prospektiven Studie an 124 Patienten, die sich
einer Carotis-Endarteriektomie (CEA) unterzogen, korrelierten hohe NK-Level, gemessen sechs
Stunden nach Intervention, mit einer erhéhten Inzidenz kardiovaskuldarer Komplikationen innerhalb
eines 30-tdgigen Beobachtungszeitraumes (Kotfis et al. 2015). Dem gegeniiber stehen eine Reihe
retrospektiver klinischer Untersuchungen, in denen Patienten mit KHK bzw. mit akutem
Koronarsyndrom gegeniber gesunden Probanden bzw. Patienten mit stabiler Angina pectoris
niedrigere NK-Level aufwiesen (Backteman et al. 2014; Hak et al. 2007; Jabir et al. 2017; Jonasson et
al. 2005; Yan et al. 2015) (Tab. 1.2).

Tabelle 1.2. Ubersicht klinischer Studien zur Untersuchung der Assoziation natiirlicher Killerzellen mit
kardiovaskuldren Ereignissen. CEA: Carotis-Endarteriektomie, KHK: koronare Herzkrankheit, CV-Tod:
kardiovaskuldrer Tod, MI: Myokardinfarkt, NSTEMI/STEMI: (Nicht-) ST-Hebungsinfarkt, TIA: transiente
ischamische Attacke, AP: Angina pectoris.

Referenz Zell- Studien- Patienten Kohorte Endpunkt Ergebnis
population design (n)
Kotfis CD3" prospektiv 124 CEA CV-Tod, M, 1 %CD3CD16*
(2015) CD16*CD56* Schlaganfall/TIA,  CD56*/Lympho-
instabile AP, zytenin
Arrhythmie Patienten mit
innerhalb 30 Tage Endpunkt
nach CEA
Backteman CD3" retrospektiv 102 KHK, NSTEMI, stabile | cp3cDh16*
(2014) CD16*CD56* gesunde AP CD56" in KHK-
Probanden Patienten vs.
Probanden
Jabir CD3" retrospektiv 190 KHK, NSTEMI, STEMI, | cD3CcD16*
(2017) CD16*CD56* gesunde instabile AP CD56" in KHK-
Probanden Patienten vs.
Probanden

1.3.3 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten entstammen hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, reifen im Thymus zu
selbsttoleranten, naiven T-Lymphozyten heran und migrieren anschlieBend (iber die Blutbahn in
sekundare lymphatische Organe, wo sie eine zentrale Rolle der adaptiven Immunantwort einnehmen

(Kruse 2015).

Sie sind durch die Expression des T-Zell-Rezeptors und des Transmembranproteins CD3
gekennzeichnet (Alarcon et al. 2006), bilden etwa 25-35 % aller Leukozyten in atherosklerotischen
Plaques (Winkels et al. 2018) und akkumulieren vorwiegend im Bereich der fibrosen Kappe. In
dlteren Lasionen konnten sie zudem in der Adventitia nachgewiesen werden (Grabner et al. 2009;
Hansson et al. 1988). Ein Grofteil der T-Lymphozyten im atherosklerotischen Plaque weist Anzeichen

vorheriger Aktivierung auf und liegt in Form von Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen vor (Hansson und
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Hermansson 2011). Das Priming der Zellen findet in den peripheren lymphatischen Organen statt.
Naive T-Zellen binden an das durch MHC-Molekiile prasentierte Antigen, differenzieren daraufhin in
T-Effektorzellen und induzieren eine Antigen-spezifische Immunantwort (Kruse 2015). Im Kontext der
Atherosklerose stellen oxLDL, natives LDL, Apolipoprotein B-100 (ApoB-100, Hauptbestandteil von
LDL) und Hitzeschockprotein 60 (HSP60) mdgliche Antigene dar. Der Verlust der T-Zell-Toleranz
gegenlber intrinsischen Proteinen ist auf die Bildung neuer Epitope durch Oxidation zuriickzufiihren
(Lichtman et al. 2013). Inhibiert man die T-Zell-Bindung an ApoB-100, reduziert sich die GroRe
atherosklerotischer Plagues um 65 % (Hermansson et al. 2010). Die Aktivierung naiver T-Zellen durch
Bindung eines passenden MHC-Molekiil-Peptid-Komplexes fihrt zur klonalen Expansion der antigen-
spezifischen T-Effektorzelle und deren Migration in das betroffene Gewebe. Die Antagonisierung
dafiir erforderlicher Chemokinrezeptoren (CCR5, CXCR3 und CXCR6) geht wiederum mit einer
verminderten Atherosklerosebildung einher (Galkina et al. 2007; Li et al. 2016; van Loosdregt et al.
2006; van Wanrooij et al. 2008). Im Plaque treffen T-Effektorzellen erneut auf antigenprasentierende
Zellen und induzieren infolgedessen eine lokale, antigenspezifische Immunantwort (Wolf und Ley

2019).

T-Lymphozyten differenzieren in Abhangigkeit des MHC-Molekiils (Klasse | oder II), Co-stimulierender
Molekile und des umgebenden Mikromilieus in Effektor-Subtypen, denen unterschiedliche Effekte in

der Atherogenese zugeschrieben werden (Ammirati et al. 2015).

T-Helfer 1-Zellen (TH1)

Unter allen CD3* T-Lymphozyten stellen TH1-Zellen (CD3*CD4*IFN-y*) den hé&ufigsten Zelltyp in
atherosklerotischen Plaques dar (Frostegard et al. 1999). Sie entstehen durch die spezifische
Interaktion naiver T-Lymphozyten mit Peptid-beladenen MHC-Klasse-lI-Molekilen
antigenprasentierender Zellen in einem vorwiegend pro-inflammatorischen Milieu (IL-12, IFN-y). Die
durch IFN-y induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors T-bet legt die Polarisierung zum TH1-Typ
fest (Kruse 2015). TH1-Zellen sind durch ihre hohe Expression inflammatorischer Zytokine,
insbesondere von IFN-y charakterisiert. Die Behandlung mit Pentoxifyllin zur Inhibierung der TH1-
Polarisierung (Laurat et al. 2001) sowie die genetische Manipulation von IFN-y/IFN-y-Rezeptor oder
des TH1-definierenden Transkriptionsfaktors T-bet wirkt atheroprotektiv (Buono et al. 2005; Buono
et al. 2003; Gupta et al. 1997). Umgekehrt flihrt die Verabreichung von IL-12 und IFN-y zur FGrderung
eines TH1-Phanotyps (Lee et al. 1999a) sowie zur Zunahme atherosklerotischer Plaques (Whitman et
al. 2000). In klinischen Studien korreliert der Schweregrad der kardiovaskularen Erkrankung bzw. des
koronaren Ereignisses positiv mit der Anzahl zirkulierender TH1-Zellen (Li et al. 2019; Methe et al.

2005). In einer prospektiven Studie war das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse innerhalb eines 30-
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tagigen Beobachtungszeitraumes nach CEA mit einer wiederum niedrigen Gesamtzahl CD3*CD4* T-

Helfer-Zellen assoziiert (Kotfis et al. 2015) (Tab. 1.3).

T-Helfer 2-Zellen (TH2)

TH2-Zellen (CD3*CD4*IL-4%) entstehen gleichermalien infolge der Aktivierung naiver T-Lymphozyten
durch Peptid-beladene MHC-Klasse-lI-Molekiile antigenprasentierender Zellen, jedoch unter dem
Einfluss von IL-4 und in Abwesenheit von IL-12. IL-4 vermittelt wiederum die Aktivierung des TH2-
definierenden Transkriptionsfaktors GATA-3. TH2-Zellen sind durch Sezernierung von IL-4, IL-5, IL-6
IL-10 und IL-13 charakterisiert (Kruse 2015) und in nur geringer Anzahl in atherosklerotischen Plaques
vorzufinden (Frostegard et al. 1999). Zudem wird ihr Stellenwert in der Atherogenese kontrovers
diskutiert. IL-10 inhibiert die IL-12- und IFN-y-Freisetzung und fiihrt infolgedessen zur Reduktion pro-
atherogener TH1-Level (Pinderski et al. 2002). Unterdessen werden IL-4 sowohl pro-atherogene
(Davenport und Tipping 2003; King et al. 2002) als auch atheroprotektive Effekte zugeschrieben
(Huber et al. 2001). In einer weiteren tierexperimentellen Untersuchung bewirkte die IL-4-Defizienz
wiederum keine Verdnderung der GroRe und Architektur atherosklerotischer Plaques (King et al.
2007). In einer kardiologischen Studie korrelierten niedrige TH2-Level mit der Intima-Media-Dicke
sowie mit dem Auftreten von Mls in Frauen (Engelbertsen et al. 2013), was eine atheroprotektive

Funktion des TH2-Subtyps im Patienten nahelegt (Tab. 1.3).

T-Helfer 17-Zellen (TH17)

Die Polarisierung einer naiven T-Zelle zur TH17-Zelle (CD3*CD4*'IL-17*) erfolgt als Reaktion der
Interaktion mit Peptid-beladenen MHC-Klasse-lI-Molekiilen antigenprasentierender Zellen und in
Anwesenheit von IL-6 und TGF-B. Diese induzieren die Aktivierung des Transkriptionsfaktors RORyT
und setzen so die Polarisierung zum TH17-Subtyp fest. Wesentliche Zytokine, die von TH17-Zellen
produziert werden, umfassen IL-17, IL-21, IL-22 (Kruse 2015). In atherosklerotischen Plaques sind
TH17-Zellen nur geringflgig vertreten (Eid et al. 2009) und ihre Funktion in der Atherogenese ist
unzureichend untersucht. Tierexperimentelle Studien schreiben ihnen sowohl atheroprotektive als
auch pro-atherogene Eigenschaften zu. So fihrt die Depletion oder Neutralisierung des TH17-
Zytokins IL-17 in einigen Untersuchungen zur verstarkten Atherosklerose (Cheng et al. 2011; Danzaki
et al. 2012; Madhur et al. 2011), in anderen wiederum zur verminderten Atheroskleroselast (Butcher
et al. 2012; Erbel et al. 2009; Nordlohne et al. 2018). Klinische Untersuchungen zur Haufigkeit von
TH17-Zellen in Patienten mit kardiovaskularer Grunderkrankung vermitteln gleichermaRen
uneinheitliche Schliisse. Einige Studien zeigten eine positive Korrelation der TH17-Anzahl mit dem
Schweregrad der Atherosklerose (Cheng et al. 2008; Wang et al. 2011), andere wiederum fanden

keine Assoziation (Zhao et al. 2011) (Tab. 1.3). Hinweise, dass TH17-Zellen in pro-atherogene TH1-
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Zellen re-differenzieren kdonnen (Lee et al. 2009), stellen eine mogliche Ursache der bis heute

widerspriichlichen Datenlage dar.

Cytotoxische T-Zellen

Cytotoxische T-Zellen (CD3*CD4°CD8*) nehmen eine zentrale Rolle in der Erkennung und Eliminierung
virusinfizierter und entarteter Zellen ein. Sie entstehen, anders als TH-Subtypen, durch die Bindung
der naiven T-Zelle an Peptid-beladene MHC-Klasse-I-Molekiile. Die Aktvierung cytotoxischer T-Zellen
hat die Freisetzung von IFN-y, TNF-a und IL-17 zur Folge (Kruse 2015). CD8" T-Lymphozyten sind,
verglichen mit CD4* Zellen, in deutlich geringerer Anzahl in atherosklerotischen Plaques vertreten. In
fortgeschrittenen Lasionen kann ihr Anteil indessen auf bis zu 50 % ansteigen (Kleindienst et al. 1993;
van der Wal et al. 1989). Die spezifische Antikdrper-vermittelte Depletion von CD8" Zellen fiihrt in
atherosklerotischen Mausen zur Bildung kleinerer Plagues mit stabilerem Phanotyp (Cochain et al.
2015; Kyaw et al. 2013). Umgekehrt steigert die Injektion cytotoxischer T-Zellen die PlaquegréRe
und -destabilisierung. Der beobachtete Effekt konnte auf die cytolytische Aktivitat (Perforine,
Granzyme) der CD8" T-Lymphozyten sowie auf deren Sezernierung von TNF-a, nicht jedoch von
IFN-y, zurlickgefihrt werden (Kyaw et al. 2013). Auch in klinischen Studien korrelieren hohe Werte
cytotoxischer T-Zellen mit der Inzidenz kardiovaskulédrer Ereignisse (Bergstrom et al. 2012; Kolbus et

al. 2013) (Tab. 1.3).

Neri Serneri et al. untersuchten zudem die Assoziation aktivierter T-Lymphozyten, gekennzeichnet
durch die Expression des MHC-Klasse-1I-Molekiils humanes Leukozyten Antigen DR (HLA-DR), mit
dem Schweregrad der KHK. Verglichen mit Patienten, die an einer stabilen AP litten, wiesen
Patienten mit instabiler AP eine erhdhte HLA-DR-Expression von CD3*, CD4* und CD8* T-Lymphozyten
auf (Neri Serneri et al. 1997) (Tab. 1.3).

Tabelle 1.3. Ubersicht klinischer Studien zur Untersuchung der Assoziation T-lymphoider Subtypen mit
kardiovaskuldren Ereignissen. TH: T-Helfer, CEA: Carotis-Endarteriektomie, KHK: koronare Herzkrankheit, CV-
Tod: kardiovaskularer Tod, MI: Myokardinfarkt, NSTEMI/STEMI: (Nicht-) ST-Hebungsinfarkt, TIA: transiente
ischamische Attacke, AP: Angina pectoris, PCl: perkutane Koronarintervention, CPS: Chest pain Syndrom.

Referenz Zell- Studien- Patienten Kohorte Endpunkt Ergebnis
population design (n)

Kotfis (2015) CD3*CD4* prospektiv 124 CEA CV-Tod, Ml, | cD3*CD4*
Schlaganfall/TIA, in Patienten
instabile AP, mit Endpunkt
Arrhythmie
innerhalb 30
Tage

Methe CD3*IFN-y* retrospektiv 81 KHK, gesunde M, Stabile AP, 1 CD3*IFN-y*

(2005) (TH1) Probanden instabile AP in Patienten

mit Endpunkt
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Li (2019) CD3*CD4* retrospektiv 133 Koronarangio- NSTEMI, STEMI,  Assoziation
IFN-y* (TH1) graphie, PCI, stabile AP 1 CD3*CD4*
gesunde IFN-y* mit
Probanden KHK-
Schweregrad
Engelbertsen CD56 prospektiv 700 Allgemein- CV-Tod, MI, Assoziation
(2013) CD3*CD4*IL-4* bevolkerung Schlaganfall, | cD56
(TH2) Carotis Intima- CD3*CDA4" IL-
Media-Dicke 4* mit Intima-
Media-Dicke
u. MI-Risiko in
Frauen
Cheng CcD4*IL-17* retrospektiv 85 KHK M, instabile AP, 1 CD4*IL-17%/
(2008) (TH17) stabile AP, CPS CD4* in
Patienten mit
Ml und
instabiler AP
Neri Serneri  CD3*HLA-DR*;  retrospektiv 95 KHK, gesunde Instabile AP, 1 HLA-DR-
(1997) CD4*HLA-DR*; Probanden stabile AP Expression in
CD8*HLA-DR? CD3", CD4"u.
CD8* Zellen in
Patienten mit
instabiler AP
Kolbus CD3*CD4CD8*  prospektiv 700 Allgemein- CV-Tod, Ml Assoziation
(2013) (Cytotoxische) bevolkerung 1 cD3*CD8*

mit Endpunkt

Regulatorische T-Zellen (Tregs)

Grundsatzlich werden Tregs in zwei Subpopulationen unterschieden. Natlrliche Tregs (nTregs) gehen
aus thymischen Vorlauferzellen im Rahmen der T-Zell-Differenzierung hervor und migrieren
anschlieRend in die Peripherie. Induzierte Tregs (iTregs) entstehen hingegen durch die Bindung
naiver T-Lymphozyten an Autoantigene oder harmlose Fremd-Peptide, die Gber den MHC-Klasse-II-
Komplex unreifer dendritischer Zellen prasentiert werden. Voraussetzung dafiir ist die Anwesenheit
von TGF-B bei gleichzeitigem Fehlen inflammatorischer Signale (Kruse 2015). Beide Populationen
bilden den peripheren Treg-Pool (Tregs) und werden durch das Expressionsprofil
CD3*CD4'CD25*CD127Foxp3* (Forkhead-box-protein 3) charakterisiert (Rodriguez-Perea et al. 2016),

wobei die Expression von Foxp3 und CD127 invers korreliert (Liu et al. 2006).

Tregs reprasentieren 5-10 % aller im Blut zirkulierenden CD4* T-Lymphozyten (Wang et al. 2016b). Sie
sind fiir die Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz und der Homoostase des Immunsystems
verantwortlich. lhre zentrale Aufgabe besteht in der Suppression abnormer, tberschieRender und
gegen korpereigene Zellen gerichteter Immunantworten. Stérungen im Treg-Haushalt kénnen zur
Autoimmunitat und im Zuge dessen zur Immunreaktion gegen korpereigene Zellen fiihren (Pastrana
et al. 2012). Ein Ungleichgewicht zwischen Tregs und T-Effektorzellen konnte mit verschiedenen

Erkrankungen wie Diabetes mellitus (Lindley et al. 2005), rheumatoide Arthritis (Cao et al. 2003) und
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Multiple Sklerose (Viglietta et al. 2004) assoziiert werden. Dariiber hinaus gehen eine Vielzahl

kardiovaskularer Erkrankungen und Ereignisse mit signifikant reduziertem Treg-Level und
eingeschrankter immunsuppressiver Funktion von Tregs einher (Cheng et al. 2008; Han et al. 2007,
Mor et al. 2006; Zhang et al. 2012). In ischdmischen Schlaganfall-Patienten korreliert die Anzahl
zirkulierender Tregs invers mit dem Infarktvolumen sowie mit der Inzidenz neurologischer und
infektioser Komplikationen (Santamaria-Cadavid et al. 2020). In einer prospektiven Langzeitstudie
wiesen Patienten mit niedrigem Treg-Level ein erhohtes Risiko fiir akute Koronarereignisse innerhalb
eines 15-jahrigen Beobachtungszeitraumes auf (Wigren et al. 2012) (Tab. 1.4). Die atheroprotektive
Wirkung Foxp3* Tregs und deren zugrundeliegende Mechanismen werden im folgenden Kapitel im

Detail dargelegt.

Tabelle 1.4. Ubersicht klinischer Studien zur Untersuchung der Assoziation regulatorischer T-Zellen mit
kardiovaskuldaren Ereignissen. Foxp3: forkhead-box-protein 3, KHK: koronare Herzkrankheit, CV-Tod:
kardiovaskularer Tod, MI: Myokardinfarkt, NSTEMI: Nicht-ST-Hebungsinfarkt, AP: Angina pectoris, CPS: Chest
pain Syndrom.

Referenz Zell- Studien- Patienten Kohorte Endpunkt Ergebnis
population design (n)
Cheng CD4*CD25*  retrospektiv 85 KHK M, instabile AP, | cD4*cD25*
(2008) Foxp3* stabile AP, CPS Foxp3*/CD4* in
Patienten mit M,
instabiler u.
stabiler AP
Han (2007) CD4*CD25*  retrospektiv 70 KHK, M, instabile AP, | Foxp3*/
Foxp3* gesunde stabile AP CD4*CD25% in
Probanden Patienten mit Ml,
instabiler u.
stabiler AP
Mor (2006) CD4*CD25*  retrospektiv 88 KHK, M, instabile AP, | Foxp3-Expres-
Foxp3* gesunde stabile AP sion v. CD4*CD25*
Probanden Zellen in Patienten
mit Ml u.
instabiler AP
Zhang CD4*CD25*  retrospektiv 182 KHK NSTEMI, instabile | CD4*CD25*
(2012) CD127'"v AP, stabile AP, CD127"°% in
CPS Patienten mit
NSTEMI u.
instabiler AP
Wigren CD4*Foxp3*  prospektiv 700 Allgemein- CV-Tod, Ml | CD4*Foxp3*
(2012) bevolkerung waren

unabhangiger
Pradiktor des
Endpunktes
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1.4 Atheroprotektive Funktionsmechanismen regulatorischer T-Zellen

In geringer Anzahl sind Tregs in allen Stadien der Atherogenese in atherosklerotischen Lasionen
nachweisbar (de Boer et al. 2007). Die Anzahl peripherer Tregs korreliert indessen invers mit der
Vulnerabilitdt atherosklerotischer Plaques (Dietel et al. 2013; Liu et al. 2012; Rohm et al. 2015). Eine
zugrundeliegende Kausalitat lieB sich aus tierexperimentellen Untersuchungen ableiten. Die anti-
CD25-vermittelte Treg-Reduktion fiihrt in atherosklerotischen Apolipoprotein E-defizienten (ApoE”")
Mausen zur verstarkten Bildung atherosklerotischer Lasionen sowie zur Zunahme der
Plaguevulnerabilitat (Ait-Oufella et al. 2006). Ferner entwickeln vollstandig Treg-depletierte DEREG-
Mause (ber einen Zeitraum von acht Wochen 2,1-fach gréBere Ladsionen im Vergleich zu
Kontrolltieren (Klingenberg et al. 2013). Umgekehrt konnte eine Reduktion der Atheroskleroselast
und eine dosis-abhangige Zunahme der Plaquestabilitat mittels Treg-Adoptivtransfer erzielt werden
(Feng et al. 2009; Meng et al. 2013). In vivo expandierte Tregs konnen die Entstehung
atherosklerotischer Plagues um 39 % reduzieren, bereits vorbestehende Ldsionen nahmen einen

stabileren Phanotyp an (Foks et al. 2011).

Mechanistisch liegt der atheroprotektiven Wirkung von Tregs die Suppression autoreaktiver
inflammatorischer Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems zugrunde (Meng et al.
2016). Tregs inhibieren pro-atherogene T-Effektorzellen (Foks et al. 2011) und tben Effekte auf die
Differenzierung und Funktion antigenprasentierender Zellen aus. Die Co-Kultivierung von Tregs und
Makrophagen fiihrt in Makrophagen zur Polarisierung in Richtung des anti-inflammatorischen M2-
Phanotyps. Zudem weisen Treg-inkubierte Makrophagen eine geringere Kompetenz zur T-Zell-
Aktivierung sowie zur Freisetzung inflammatorischer Zytokine nach LPS-Stimulation auf (Tiemessen
et al. 2007). Tregs hemmen darlber hinaus die Expression von SRs und infolgedessen die

intrazellulare Lipidakkumulation und Schaumzellformation (Lin et al. 2010).

Die durch Tregs initiierten atheroprotektiven Effekte werden Zytokin-abhangig oder durch direkten

Zellkontakt vermittelt.

Zellkontakt-unabhdingige Effekte

Tregs sezernieren die inhibitorischen Zytokine IL-10, TGF-B und IL-35. IL-10 hemmt die Synthese und
Freisetzung inflammatorischer Zytokine in TH1- und antigenprasentierenden Zellen (Ng et al. 2013).
Unterdessen inhibiert TGF-B die IL-1B8- und TNF-a-vermittelte Endothelzellaktivierung, die Migration
von SMCs, die Schaumzellformation sowie die Differenzierung atherogener TH-Populationen.
Gleichzeitig induziert es die Synthese und Sekretion extrazellularer Matrix und reduziert den Abbau
dieser durch MMP-Inhibierung (Grainger David 2004; Maganto-Garcia et al. 2011). Im Mausmodell

induziert die Inhibierung der IL-10- und TGF-B-Signaltransduktion eine Zunahme von Plaquegrofe
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und -vulnerabilitdt (Gojova et al. 2003; Mallat et al. 1999a; Mallat et al. 2001; Robertson et al. 2003).
IL-35 hemmt die Proliferation von T-Effektorzellen und induziert die Polarisierung naiver T-
Lymphozyten in IL-35-induzierte Tregs (iT(R)35), die ihre immunsuppressive Funktion Gber IL-35,
nicht jedoch Gber IL-10 und TGF-B austiben (Collison et al. 2010).

Der Wachstumsfaktor IL-2 stellt ein obligates Signal zur Differenzierung, Homoéostase und Funktion
von T-Lymphozyten dar. Das autokrin wirkende Zytokin wird von aktivierten T-Lymphozyten
sezerniert. Tregs weisen im Vergleich zu pro-atherogenen T-Effektorzellen eine verstarkte Expression
sowie eine hochaffine Version des IL-2-Rezeptors auf. Die direkte Konkurrenz um IL-2 mit
T-Effektorzellen hat den Zusammenbruch metabolischer Prozesse und infolgedessen den Untergang
pro-atherogener T-Lymphozyten zur Folge (Burchill et al. 2007). Zusatzlich exprimieren Tregs die
ATPase CD39, die die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert. Die Folge ist eine
Hemmung der ATP-induzierten Reifung dendritischer Zellen (Borsellino et al. 2007). Die Bildung von
Adenosindiphosphat (ADP) inhibiert zusatzlich die IL-6-Sekretion durch T-Effektorzellen bei
gleichzeitiger Induktion der TGF-B-Synthese (Zarek et al. 2008). Ein weiterer immunregulatorischer
Mechanismus besteht in der Granzym B-Freisetzung durch Tregs. Die durch Granzym B-vermittelte
Spaltung von Oberflachenproteinen, darunter T- und B-Zell-Rezeptoren, verhindert die Antigen-

induzierte Aktivierung und Proliferation pro-atherogener Zellen (Gondek et al. 2005).

Zellkontakt-abhdngige Effekte

Zellkontakt-abhangige Effekte werden durch die Oberflachenproteine cytotoxisches T-Lymphozyten-
assoziiertes Protein 4 (CTLA-4), Lymphozyten-Aktivierungsgen 3 (LAG-3) und programmed cell death
protein-1 (PD-1) vermittelt. Die Bindung von CTLA-4 an von antigenprasentierenden Zellen
exprimiertes CD80/CD86 fiihrt zur Internalisierung der Rezeptoren durch Transendozytose (Qureshi
et al. 2011). Die Antigen-induzierte Aktivierung von T-Effektorzellen ist infolgedessen gehemmt. Die
Bindung von CTLA-4 flahrt ferner zur Expression der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in
dendritischen  Zellen, welches durch den Abbau von Tryptophan eine zusatzlich
immunsupprimierende Wirkung auf T-Effektzellen ausiibt (Fallarino et al. 2003). LAG-3 bildet ein
CD4-Homolog, das mit hoher Affinitat an MHC-Klasse-lI-Molekiile unreifer dendritischer Zellen
bindet. Die Folge ist die Aktivierung einer inhibitorischen Signalkaskade in dendritschen Zellen, die
die funktionelle Aktivierung und Reifung der Zellen verhindert (Liang et al. 2008). PD-1 bindet an die
Co-stimulierenden Molekiile PD-L1 und PD-L2 auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen und

inhibiert so die Aktivierung von T-Effektorzellen (Gotsman et al. 2007) (Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3. Atheroprotektive Funktion regulatorischer T-Zellen (Tregs). Dargestellt ist der schematische
Prozess der Atherogenese beginnend mit endothelialer Dysfunktion, gefolgt von der Bildung einer
frihstadialen Schaumzellldsion, des Fibroatheroms sowie der Progression zum Ruptur-gefdhrdeten,
vulnerablen Plaque. Tregs inhibieren pro-atherogene Prozesse (rot) in allen Stadien der Atherogenese,
gleichzeitig férdern sie die Stabilisierung des atherosklerotischen Plaques (griin) durch Stimulation der
Synthese und Sekretion extrazelluldrer Matrix (ECM) durch glatte Muskelzellen (SMC).

1.5 Presepsin (sCD14-ST, PSEP)

Presepsin bildet das N-terminale Spaltprodukt des l6slichen Glykoproteins CD14 (Chenevier-Gobeaux
et al. 2015). Die membrangebundene Form (mCD14) wird von myeloiden Zellen, insbesondere von
Monozyten und Makrophagen, exprimiert. Darlber hinaus weisen B-Zellen, Chondrozyten,
Keratinozyten, Fibroblasten und intestinale Epithelzellen eine geringe mCD14-Expression auf (Bas et
al. 2004). Das liber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker auf der Zelloberflache verankerte
Protein liegt im Komplex mit Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) vor (Haziot et al. 1988; Wright et al. 1990),

dessen Aktvierung durch Bindung pathogener (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) und
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endogener Gefahrensignale (damage-associated molecular patterns, DAMPs) die NF-kB-vermittelte
Synthese und Sekretion inflammatorischer Zytokine induziert (Chun und Seong 2010; Kol et al. 2000;
Schmitz und Orso 2002). Gleichzeitig kommt es zur Freisetzung von |6slichem CD14 (sCD14) durch die
von Phospholipasen-katalysierte Spaltung des GPIl-Ankers (Bazil und Strominger 1991). Darliber
hinaus wurde die de novo Synthese von sCD14 durch Hepatozyten beschrieben (Bas et al. 2004). Die
sCD14-Konzentration Ubersteigt die von mCD14 um ein Vielfaches (Arias et al. 2000). Seine genaue
Funktion ist hingegen unbekannt. Diskutiert werden die kompetitive Hemmung der PAMP- und
DAMP-vermittelten Aktivierung myeloider Zellen sowie die Ubertragung des Gefahrensignals auf
CD14-negative Zellen, darunter ECs, SMCs und Epithelzellen (Haziot et al. 1993; Schutt et al. 1992).
Ferner beeinflusst sCD14 die T- und B-Zellaktivierung und -funktion (Arias et al. 2000; Rey Nores et al.
1999).

Im Plasma wird sCD14 durch Cathepsine, Elastasen und weitere plasmatische Proteasen zum 13 kDa
N-terminalen Fragment, dem sog. Presepsin (sCD14-Subtyp (ST), PSEP), prozessiert (Chenevier-
Gobeaux et al. 2015; Yaegashi et al. 2005). Ein weiterer Mechanismus, der zur Entstehung von PSEP
beitragt, besteht in der Internalisierung des aktivierten mCD14 im Komplex mit TLR-4. Phagozytiertes
CD14 wird anschlieRend im Phagolysosom durch Cathepsin D gespalten und mittels Exozytose
freigesetzt (Chenevier-Gobeaux et al. 2015). In vitro Studien legen nahe, dass Monozyten die

Hauptquelle des sCD14-Spaltproduktes bilden (Arai et al. 2015).

Da der Differenzierungsprozess klassischer Monozyten hin zu intermediaren und nicht-klassischen
Monozyten von der Freisetzung und Prozessierung von CD14 hin zum PSEP begleitet wird, gilt PSEP
als Monozyten-Aktivierungsmarker (Bazil und Strominger 1991; Shive et al. 2015). Referenzwerte
reichen von 55 [45; 58] bis 184 [161; 214] pg/ml, sind geschlechtsunspezifisch und tendieren zum
Anstieg mit fortschreitendem Alter (Giavarina und Carta 2015). Inflammatorische Krankheitsbilder
wie hamophagozytische Lymphohistozytose, systemische Lupus erythematodes, Pankreatitis und
Cholangitis gehen mit erhéhter PSEP-Konzentration einher (Lin et al. 2016a; Lin et al. 2016b; Nanno
et al. 2016; Tanimura et al. 2017). Urspringlich wurde PSEP als Biomarker fiir die Diagnose und
Prognose von Patienten mit Sepsis und systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS)
etabliert (Yaegashi et al. 2005). Erst kirzlich konnte ein prognostischer Nutzen der prdoperativen
PSEP-Konzentration zur Vorhersage der Gesamtmortalitat und nicht-okklusiver Mesenterialischamie
in kardiochirurgischen Patienten demonstriert werden (Bomberg et al. 2017; Stroeder et al. 2018).
Ob PSEP einen Nutzen fir die Risikopradiktion kardiovaskuldrer Ereignisse nach nicht-

kardiochirurgischen Operationen hat, ist bislang nicht untersucht.
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1.6 Fragestellung

Kardiovaskuldare Komplikationen bilden eine der haufigsten Ursachen fiir perioperative Morbitat und
Letalitdt nach nicht-kardiochirurgischen Operationen. Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems sind ursachlich an der Entwicklung und Progression atherosklerotischer
GefaBveranderungen beteiligt. In Mausen fiihren die durch perioperativen Stress induzierten
Vorgange zur raschen Progression und Destabilisierung atherosklerotischer Plaques. Abseits des
operativen Kontextes korrelieren einzelne Leukozyten-Subpopulationen langfristig mit dem
Auftreten kardiovaskuldrer und zerebrovaskularer Ereignisse. Ob diese Effekte auch perioperativ
relevant sind, ist unbekannt und Gegenstand der vorgelegten Arbeit. Diese gliedert sich in drei Teile,

zwei klinische Untersuchungen sowie die Kausalitatsanalyse im Tiermodell.

(1) Im Rahmen der prospektiven Beobachtungsstudie LeukoKAPE-1 wird die quantitative
Veranderung von Leukozyten-Subpopulationen, dessen Auftreten langfristig mit kardiovaskularen
Ereignissen assoziiert ist, wahrend nicht-kardiochirurgischer Eingriffe untersucht. Weiterfiihrend
wird Uberprift, ob praoperativ gemessene Werte einzelner Leukozyten-Subpopulationen oder
deren perioperative Veranderung mit der Inzidenz von perioperativem MACCE in kardialen
Risikopatienten assoziiert sind. Zudem wird der prognostische Nutzen des Monozyten-
Aktivierungsmarkers PSEP fir die Vorhersage von MACCE nach nicht-kardiochirurgischen

Operationen evaluiert.

(2) In einer retrospektiven Analyse der LeukoKAPE-2-Kohorte wird der risikopradiktive Wert des in

LeukoKAPE-1 abgeleiteten PSEP Cut-offs validiert.

(3) Basierend auf den Ergebnissen der LeukoKAPE-1-Studie wird ein kausaler Zusammenhang
zwischen prdoperativen Treg-Leveln und der Destabilisierung atherosklerotischer Lasionen im

perioperativen Mausmodell Gberpriift. Folgende Hypothesen werden zugrunde gelegt:

a. Praoperativ erniedrigte Treg-Level férdern die durch operativen Stress bedingte

Destabilisierung atherosklerotischer Plaques.

b. Praoperativ erhdhte Treg-Level vermindern die durch perioperativen Stress bedingte

Destabilisierung atherosklerotischer Plaques.
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2. MATERIALIEN

2.1 Software

CellSens Software

EndNote X7.7.1

FACSuite Software (version 1.0.5.3840)
GraphPad Prism Version 8.30

IBM SPSS Statistics Version 24.0
MedCalc® Software 19.1.3

Microsoft Office, Version 2010

2.2 Gerate und Instrumente

Axioskop HBO 50/AC
Chirurgische Pinzette OC24 inox
Cobas E 411 Analyzer
FACSVerse™ Flow Cytometer

Hettich® Mikroliter Zentrifuge MIKRO 200R, Rotor
2428

Hot Plate 062

HSB Mikro-Schere, Vannas, gebogen, 8 cm

HWC Mikroskopische Pinzette, fein, gebogen, aus
Wironit, 10,5 cm

Immulite®XP; Immunoassay-System

Isis Aesculap Schermaschine

Leica M651 Operationsmikroskop

Leitz Cryostat MGW Lauda 1720 Digital
Matrx™ Isoflurane Key-fill VIP 3000° Vaporizer
Mikro Nadelhalter, 14,5 cm, gebogen
Multifuge 3 S-R, Rotor 6445

Olympus BX63

PATHFAST™ Analyzer

PIPETBOY acu 2

Praparierschere, Cottle-Knapp, 10,5 cm
Russel Hobbs Dampfgarer 9,0 |

S&T Forceps, SuperGrip-Spitzen, 45° abgewinkelt,
11cm

Schere, spitz, 10,5 cm
Varifuge 3.0R, Rotor 5315
Vortex-Reagenzglasmixer (7-2020)

Wundspreitzer, Alm Retractor, 7 cm

Olympus Life Science Solutions, Waltham, MA, USA
Thompson Reuters, New York, NY, USA

BD Biosciences, Heidelberg, DE

GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA

IBM, New York, NY, USA

MedCalc Software, Ostend, Belgien

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Carl Zeiss AG, Feldbach, Schweiz

Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Roche Diagnostics DE GmbH, Mannheim, DE
BD Biosciences, Heidelberg, DE

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, DE

Labotect Labor-Technik-Gottingen GmbH, Goéttingen,
DE

Karl Hammacher GmbH, Solingen, DE
Karl Hammacher GmbH, Solingen, DE

Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, DE
Albert Kerbl GmbH, Buchbach, DE

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
Midmark Corporation, Versailles, OH, USA
Medicon eG, Tuttlingen, DE

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE
Olympus Life Science Solutions, Waltham, MA, USA
LS| Medience Corporation, Tokyo, Japan
Integra Biosciences GmbH, Biebertal, DE
Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Spectrum Brands, Madison, WI, USA

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE
Neolab Migge GmbH, Heidelberg, DE
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Adhasionsobjekttrager, Polysine®, Menzel Glaser
BD Microlance3™ (20 G, 23 G, 27 G)

BD NeoflonTM Venenverweilkatheter (26 G)

BD Plastipak™ (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)

Cellstar® Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Cellstar® Tubes (15 ml, 50 ml)

Cellstar® 6 Well Cell Culture Plate

Cryo.s™ Réhrchen, mit Schraubverschluss (2 ml)
Dako Pen

EASYstrainerTM, 70 um, steril

Eppendorf Tubes (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
epT.l.P.S ® Reloads 0.1-10 pl

Falcon Rundbodenrdhrchen, Polystyrol (5 ml)

Henry Schein Blutlanzetten
Knittel Glaser Deckglaser, 24x50mm

Maxymum Recovery™ Pipettenspitzen, RNAse-,
DNAse-, pyrogenfrei (0.5-10 ul; 1-200 pl,

100-1000 pl)
PATHFAST™ Abwurfbehilter
PATHFAST™ Tips, Pipettenspitzen

PROLENE Polypropylen blau, monofil - Nadeltyp
PRIME P1, USP 6-0, Ldnge 45 cm

S-Monovette® EDTA (2,7 ml)

S-Monovette® Lithium-Heparin Gel (2,7 ml; 7,5 ml)
Safety-Multifly®-Kanile

Sartorius™ Filterpapier, Klasse 1289

Tissue-Tek® Cryomold®, intermediate

VICRYL violett, geflochten - Nadeltyp TF-1, USP 6-0,
Lange 70 cm

2.4 Chemikalien

Albumin Fraktion V, proteasefrei

Bouin Fixiergemisch

CellWASH

Zitronensaure Monohydrat

Dako Fluorescence Mounting Medium
Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS),
[-] CaCl, [-] MgCl;

eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 450

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Corning Science México S.A. de C.V., Reynosa,
Mexiko

Henry Schein Inc., Melville, NY, USA

Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, DE

Axygen® Scientific, Inc.

LS| Medience Corporation, Tokyo, Japan
LS| Medience Corporation, Tokyo, Japan
Ethicon Inc., Somerville, MA, USA

Sarstedt, Niirmbrecht, DE

Sarstedt, Niirmbrecht, DE

Sarstedt, Niirmbrecht, DE

Sartorius AG, Gottingen, DE

Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, USA
Ethicon Inc., Somerville, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE
Dako North America, Inc., CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Eosin

Essigsdure (Eisessig), 100 %

Eukitt® Eindeckmittel

FACS Clean Solution

FACS Lysing Solution (10x Konzentrat)
FACSuite™ CS&T Research Beads

Fetales Kalberserum (FCS)

Honeywell Riedel-de Haen™ Aceton, 299,5 %
Isofluran Baxter

Mayers Hamalaun

Mouse on Mouse (M.0.M.) Blocking Reagent
Natriumchloridldsung 0,9 %

Oil Red O Solution, 0,5 % in Isopropanol
Paraformaldehyd

Perm/Wash™ Buffer

Pharm Lyse™ (10x Konzentrat)

Roticlear®

Gibco RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™-| [+
25 mM HEPES)]

Sheath Fluid (FACSFlow™)

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Einbettmedium
Trinatriumcitrat-Dihydrat, J.T. Baker
Tris(hydroxymethyl)-aminomethane PUFFERAN®
>99,9%p.a.

Triton® X-100

Tween® 20

UltraPure™ 0.5 M EDTA, pH 8.0

2.5 Kits

Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization
Solution Kit with BD GolgiPlug™

eBioscience™ Foxp3 transcription factor staining
buffer set

ImmPRESS®-AP Anti-Rat IgG, Mouse Adsorbed

(Alkaline Phosphatase) Polymer Detection Kit, goat

Masson-Goldner-Trichrome-Farbekit
Permanent Alkaline Phosphatase (AP)-Red-Kit
Presepsin PATHFAST™ Teststreifen

Merck KGaA, Darmstadt, DE

O Kindler, ORSAtec GmbH, Freiburg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Cell Concepts, Umkirch, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Baxter DE GmbH, Unterschleifheim, DE

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE

VECTOR LABORATORIES, INC., Burlingame, CA, USA

B. Braun, Melsungen, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

VECTOR LABORATORIES, INC., Burlingame, CA, USA

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE
Zytomed Systems GmbH, Berlin, DE

LS| Medience Corporation, Tokyo, Japan



-35-

2. Materialien

2.6 Medikamente

Ketanest®-S 25 mg/ml Injektionslosung

Xylavet® 20 mg/ml Injektionslosung

2.7 Antikorper

Klinische Studie — LeukoCAPE-1

Pfizer DE GmbH, Berlin, DE

CP-Pharma Handels GmbH, Burgdorf, DE

Antikorper Fluorophor Klon Isotyp eingesetzte Hersteller Katalog-
(Maus) Menge (Vol.) nummer
anti-CD3 PE-Cy7 SK7 IgG1, k S5ul BioLegend 344816
anti-CD4 APC RPA-T4 IgG1, k 0,1 pg (2 ul) BioLegend 300514
anti-CD8 PerCP-Cy5.5 SK1 1gG1, k 0,1 pg (2 ul) BioLegend 344710
anti-CD14 FITC M5E2 IgG2a,k 0,8 pug (2 pl) BioLegend 301804
anti-CD16 PE 3G8 IgG1, k 0,2 pg (2 ul) BioLegend 302008
anti-CD25 PerCP-Cy5.5 M-A251 IgG1, k 0,5 pg (5 ul) BioLegend 356112
anti-CD56 PE HCD56 IgGl, k 0,12 ug (1,5 pl) BioLegend 318305
anti-CD127 FITC HIL-7R-M21 IgG1, k 7ul BD Biosciences 560549
HLA-DR APC-Cy7 1243 lgG2a,k 0,3 pg (1,5 pl) BioLegend 307618
Isotyp HLA-DR APC-Cy7 MOPC-173 IgG2a,k 0,3 ug (1,5 ul) BioLegend 400230
anti-IL-4 PE 8D4-8 IgG1, k 0,25 pg (5 pl) BioLegend 500704
Isotyp IL-4 PE MOPC-21 IgG1, k 0,25 pg (1,25 pl) BioLegend 400112
anti-IL-17A PE CSPL1362 IgG1, k 0,06 pg (20 pul) BD Biosciences 560436
Isotyp IL-17A PE MOPC-21 IgG1, k 0.06 pg (0,3 ul) BioLegend 400112
anti-IFN-y FITC B27 IgG1, k 0,25 pg (5 pl) BioLegend 506504
Isotyp IFN-y FITC MOPC-21 IgG1, k 0,25 pg (0,5 ul) BioLegend 400108
TruStain FcX™ unkonjugiert 5ul BioLegend 422302
Experimentelles Mausmodell — Durchflusszytometrie (*Wirt Maus)
Antikorper Fluorophor Klon Isotyp eingesetzte Hersteller Katalog-
(Ratte) Menge (Vol.) nummer
anti-CD3 FITC 17A2 lgG2b,k 0,6 pg (1,2 pl) BioLegend 100204
anti-CD4 PerCP-Cy-5.5 RM4-5 IgG2a, k 0,15 pg (0,75ul) BioLegend 100540
anti-CD8a APC-Cy7 53-6.7 IgG2a,k 0,5 pug (2,5 ul) BioLegend 100714
anti-CD11b PE M1/70 lgG2b,k  0,25ug(1,25ul)  Biolegend 101208
anti-CD19 APC 1D3 IgG2a,k 0,13 pg (0,63 ul) BD Biosciences 550992
anti-cD25 APC 3c7 lgG2b,k  0,25ug(1,25ul)  Biolegend 101910
Isotyp CD25 APC RTK4530 lgG2b,k  0,25ug(1,25ul)  Biolegend 400612
anti-CD45 eFluor®450 30-F11 IgG2b, k 0,5 pg (2,5 ul) Thermo Fisher 48-0451
anti-Foxp3 PE 3G3 IgG1, k* 0,13 pg (0,63 pl) Thermo Fisher A18690
anti-Ly6-C PerCP-Cy5.5 HK1.4 IgG2b, k 0,25 pg (1,25 pl) BioLegend 128012
anti-Ly6-G FITC 1A8 IgG2a, k 0,25 pug (0,5 pl) BD Biosciences 551460
anti-NK1.1 APC-Cy7 PK136 IgG2a,k 0,5 pug (2,5 ul) BioLegend 108724
TruStain FcX™ unkonjugiert 1ug (2 ul) BioLegend 101320
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Experimentelles Mausmodell - Injektionen

Antikorper Fluorophor Klon Isotyp eingesetzte Hersteller Katalog-
(Ratte) Menge (Vol.) nummer
anti-CD25 unkonjugiert PC61 IgG1, L 250 pg (250 pl) BioLegend 102040
Isotyp CD25 unkonjugiert GO0114F7 IgG1, L 250 pg (250 pl) BioLegend 401916
anti-1L-2 unkonjugiert JES-1A12 1gG2a,k 5 pug (5 ul) BioLegend 503706
Isotyp IL-2 unkonjugiert RTK2758 1gG2a,k  5ug (5 ul) BioLegend 400544
IL-2 unkonjugiert NA NA 1 pg (5ul) BioLegend 575406
Experimentelles Mausmodell - Inmunhistologie
Antikorper Fluorophor Klon Isotyp eingesetzte Hersteller Katalog-
Verdiinnung nummer
anti-Foxp3 unkonjugiert FJK-16s 1gG2a, k 1:100 Thermo Fisher 14-5773
anti-Actin unkonjugiert 1A4 IgG2a 1:400 Merck A2547
Ziege anti-Maus Alexa Fluor polyklonal IgG 1:100 Thermo Fisher A-11017
IgG 488

2.8 Tierfutter

Altromin 1320 modifiziert

(17,3 % Kakaobutter, 2,8 % Sojadl, 1,25 %
Cholesterin), 10 mm Pellets, bestrahlt mit 25 kGy

LASQCdiet Rod16, autoklavierbar (16,9 %

Rohprotein, 4,3 % Rohfett, 4,3 % Rohfaser, 7 %

Rohasche

2.9 Versuchstiere

B6.129P2-Apoet™miUn/)

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, DE

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, DE

Prof. Dr. D. Bockler, Klinik flir Gefaf3chirurgie und
endovaskulare Chirurgie, Universitatsklinikum
Heidelberg, DE
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3.1 Klinische Studie: LeukoKAPE-1 - Leukozyten und kardiovaskuldre perioperative

Ereignisse 1
3.1.1 Ethische Beurteilung

Die berufsrechtliche Beratung durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg
erfolgte am 18.07.2016 unter dem Vorsitz von Prof. Dr. med. T. Strowitzki. Das Forschungsvorhaben
(Aktenzeichen S-351/2016) wurde ohne Bedenken gegen die Durchfiihrung der Studie am 04.08.2016
genehmigt. Nach Bekanntgabe des positiven Ethikvotums wurden Patienten in Ubereinstimmung mit
der Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes (Version 10/2013) und gemaR national geltenden
gesetzlichen und ethischen Standards rekrutiert. Der Patienteneinschluss erfolgte, nachdem diese
Uber Wesen und Tragweite geplanter Untersuchungen durch arztliches Personal aufgeklart wurden
und ihre schriftliche Einwilligungserklarung erteilten. Das Studienvorhaben wurde vor Beginn der

Patientenrekrutierung bei ClinicalTrials.gov registriert (NCT02874508).

3.1.2 Studiendesign

Bei der hier prasentierten Studie handelt es sich um eine monozentrische, prospektive, nicht-
interventionelle Beobachtungsstudie mit explorativem Charakter. Der Patienteneinschluss erfolgte

zwischen August und Oktober 2016 in der Chirurgischen Klinik des Universitatsklinikums Heidelberg.

3.1.2.1 Patientenkollektiv

Patienten wurden rekrutiert, wenn sie zum Zeitpunkt des Einschlusses mindestens 18 Jahre alt
waren, an einer diagnostizierten koronaren Herzerkrankung erkrankt waren und sich einem
elektiven, nicht-kardiochirurgischen Eingriff unterzogen. Dies umfasste grofle urologische,
allgemein-, viszeral- und gefaRchirurgische Eingriffe. Der Patienteneinschluss erfolgte, wenn keines
nachfolgender Ausschlusskriterien zutraf: Schwangerschaft, Stillzeit, chronische oder akute
Leukdmie, Leukozytose (>10/nl), Leukozytopenie (<4/nl), Notfalloperation, Operation (OP) einer
Karotis-Stenose, stattgehabte Organtransplantation, Splenektomie, Chemotherapie, die kirzer als 14
Tage zuriickliegt, oder eine Medikation mit immunmodulierender Wirkung (z.B. Kortison, GM-CSF,
Dexamethason). Als weiteres Ausschlusskriterium galt eine Entitdt des zusammengesetzten

Endpunktes (s. 3.1.4.1), die zum Zeitpunkt des Screenings weniger als vier Wochen zurlicklag.
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Dokumentation patientenbezogener, klinischer Parameter :
Préoperative « Alter, GroRe, Gewicht

Beurteilung *+ Derzeitige Medikation

* Vorerkrankungen (Diabetes mellitus, Nieren-insuffizienz, etc.)
* Friihere kardiovaskulare Ereignisse

\V/
Praoperative Messungen:

* 1. Blutentnahme
— Leukozyten-Subpopulationen
— Differentialblutbild
— Laborparameter (hs-TnT, NT-proBNP)
Operation * 12-Kanal-EKG

__________________________________________________ ¢ e

Zwei und sechs Stunden nach Hautschnitt:
¢ 2.und 3. Blutentnahme

— Leukozyten-Subpopulationen

— Differentialblutbild

Postoperative Visiten

1
/" Erster postoperativer Tag: N\
* 4. Blutentnahme
— Leukozyten-Subpopulationen
— Differentialblutbild
— hs-cTnT
\_* Anamnese

VAN

/~Zweiter postoperativer Tag:
e 5. Blutentnahme
— Leukozyten-Subpopulationen
— Differentialblutbild
— hs-cTnT
\_* Anamnese

” Dritter postoperativer Tag:
* 6. Blutentnahme
— hs-TnT

F N e Anamnese

30-Tage Follow-Up /Q::- \_* 12-Kanal-EKG )
L v

Screenen d. Patientenakte + Telefoninterviews zur Erfassung mogl. Endpunkte

* Kardiovaskularer Tod

* Myokardinfarkt

* Myokardischamie

* Embolischer o. thrombotischer Schlaganfall

N

Abbildung 3.1. Studiendesign LeukoKAPE-1. Hs-cTnT: hoch-sensitives kardiales Troponin T; NT-proBNP:
N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid, EKG: Elektrokardiogramm

3.1.2.2 Studienablauf

Praoperativ wurde eine ausfiihrliche Anamnese zur Erfassung demographischer Basisdaten,
derzeitiger Medikation, Vorerkrankungen sowie friiherer kardiovaskularer Ereignisse durchgefiihrt.
Dariiber hinaus wurden CRP- und Kreatinin-Werte aus praoperativen Routinelaborbefunden
Ubernommen. Die geschatzte glomeruldre Filtrationsrate (eGFR) wurde unter Berlicksichtigung des
Geschlechts, Alters, Korpergewichtes und der -grolRe sowie des praoperativen Kreatinin-Wertes
bestimmt (Levey et al. 2005). Vitalparameter wurden zu Beginn der Narkoseeinleitung dokumentiert.
Blutentnahmen erfolgten sowohl vends als auch arteriell zu je sechs verschiedenen Zeitpunkten:

praoperativ, zwei und sechs Stunden nach Hautschnitt sowie taglich bis einschlieRlich des dritten
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postoperativen Tages. Diese wurden umgehend nach Abnahme verarbeitet, um mogliche
Lagerungseffekte zu vermeiden. Praoperativ sowie am dritten postoperativen Tag wurde ein 12-
Kanal-EKG aufgezeichnet. Postoperativ wurden Studienteilnehmer taglich bis zum dritten Tag nach
OP visitiert und hinsichtlich neu aufgetretener Ischamie-typischer Symptome befragt. Patienten
wurden Uber eine Dauer von 30 Tagen postoperativ beobachtet. Zur Erfassung des kombinierten
Endpunktes wurden pra- und postoperatives EKG, Troponin T-Werte, Visiten mit Anamnese
hinsichtlich kardialer Beschwerden bis zum dritten postoperativen Tag sowie Patientenakten und
Entlassungsbrief herangezogen. Abschliefend wurden Studienteilnehmer oder ihr Hausarzt am Ende

des 30-tagigen Beobachtungszeitraumes telefonisch kontaktiert (Abb. 3.1).

3.1.3 Aufarbeitung der Blutproben
3.1.3.1 Durchflusszytometrische Quantifizierung humaner Leukozyten-Subpopulationen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, bei dem Zellen mit Hilfe Fluorophor-gekoppelter
Antikorper, die sich gegen definierte Zelloberflachenstrukturen oder intrazellulare Proteine richten,
phanotypisiert und quantifiziert werden konnen. Grundlage dafiir besteht in der Expression
charakteristischer Oberflachenantigene, anhand derer Leukozyten in individuelle Subpopulationen
differenziert werden koénnen. Dariber hinaus geben Lichtstreuung und -beugung Aufschliisse Uber
ZellgroRe und -granularitat (Rothe 2007). Alle durchflusszytometrischen Analysen wurden am

FACSVerse™der Firma BD Biosciences durchgefiihrt.

Blutproben zur durchflusszytometrischen Quantifizierung von Leukozyten-Subpopulationen wurden
zu funf verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Narkoseeinleitung (prdoperativ), zwei und sechs
Stunden nach Hautschnitt sowie am Morgen des ersten und zweiten postoperativen Tages
entnommen. Insgesamt wurden zehn Leukozyten-Subpopulationen durchflusszytometrisch analysiert

und im zeitlichen Verlauf beurteilt.

Férbung von Zelloberfléichenmarkern

Die Quantifizierung klassischer, intermedidrer und nicht-klassischer Monozyten sowie von
zytotoxischen T-Zellen, Tregs, TH- und NK Zellen erfolgte aus heparinisiertem Vollblut. Darliber
hinaus wurde die HLA-DR-Expression aller Monozyten-Subpopulationen, zytotoxischer T-Zellen sowie
von TH-Zellen charakterisiert. Zur Minimierung unspezifischer Antikorper-Bindung und der daraus
resultierenden Generierung eines falsch positiven Signals wurden je 100 pl Vollblut mit 5 pl
F-Rezeptor-Block (TruStain FcX™) fir 10 Minuten (min) inkubiert. Es folgte die Zugabe
entsprechender Antikorpercocktails (Tabelle 3.1), dessen jeweilige Konzentration mittels
vorangegangener Titrierung optimiert wurde. Fiir Tube 1 und 3 wurden Isotypkontrollen mitgefiihrt

(Tube 2+4).
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Tabelle 3.1. Ubersicht Antikérpercocktails Oberflichenfirbung. Die Detektion und Quantifizierung von
Leukozyten-Subpopulationen erfolgte anhand der Farbung charakteristischer Zelloberflichenmarker im
Vollblut. Pro Patient und Zeitpunkt wurden finf Tubes gerichtet. Tube 2 und 4 dienten als Isotypkontrollen zur
Quantifizierung der HLA-DR-Expression in Tube 1 und 3. Tregs: regulatorische T-Zellen, CD: cluster of
differentiation, HLA-DR: humanes Leukozytenantigen DR.

Tube # Zellpopulation Anti-Oberflichenmarker
1 kl., intermediare, nicht-kl. Monozyten CD14 CD16 HLA-DR
2 Isotypkontrolle CD14 CD16 IgG2
3 T-Helfer, cytotoxische T-Zellen CD3 CD4 CD8 HLA-DR
4 Isotypkontrolle CD3 CD4 CD8 IgG2
5 Natdrliche Killer-Zellen, Tregs CD3 CD4 CD16 CD25 CD56 CD127

Der 30-mindtigen Inkubation bei 4 °C im Dunkeln folgte die Zugabe von 2 ml hypotoner Losung
(FACS™ Lysing Solution) zur Erythrozyten-Lyse fiir 15 min bei Raumtemperatur (RT). Die Zellen
wurden anschlieBend bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm) fir 5 min bei RT gewaschen, in
CellWASH resuspendiert und erneut gewaschen. Abschliefend wurden das Zellsediment in 300 pl

FACSFlow™ resuspendiert und am Durchflusszytometer detektiert (Abb. 3.2A-H).

Intrazellulére Fdrbung

Die Differenzierung der TH-Subtypen TH1, TH2 und TH17 erfolgte mittels charakteristischer
Zytokinfarbung. Dazu wurden zunadchst 500 pl heparinisiertes Vollblut mit 500 ul RPMI-Medium
(10% FCS), 1ul Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) (50 ul/ml) und 1 pl lonomycin (1 mM)
stimuliert. PMA flihrt gemeinsam mit lonomycin Uber die Aktivierung von Proteinkinase C und der
Erhdhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration zur gesteigerten Zytokinproduktion. Zur Hemmung
des anterograden Proteintransportes vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat wurde
zusatzlich 1 pl des Proteintransporthemmers Brefeldin A (GolgiPlug™) hinzugefiigt. Die dadurch
verursachte Anreicherung intrazelluldarer Zytokine erlaubt eine verbesserte Detektion der Zellen. Die
Stimulation erfolgte in einer 6-Well Platte fir 4 h bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxid (CO,).
AnschlieBend wurden 200 pl des stimulierten Vollblutes in FACS-Réhrchen transferiert und mit 2 ml
Lyse-Lésung (Pharm Lyse™) fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen bei
1500 rpm fir 5 min wurden diese in 100 pl CellWASH resuspendiert und mit Antikérpern gegen die
Oberflachenantigene CD3 und CD4 fiir 15 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen,
um sie anschlieBend mittels 500 pl Fixierungs- und Permeabilisierungsgemisch (Cytofix/Cytoperm™)
fir 20 min bei RT zur fixieren. Nach einem weiteren Waschschritt in Perm/Wash™ wurde das
Zellsediment in 100 pl Perm/Wash™ resuspendiert und mit Fluorophor-gekoppelten Antikdrpern, die
sich gegen das jeweilige Zytokin des TH-Subyps richteten, fiir 30 min bei RT inkubiert. Zur Kontrolle
der Antikorperbindung wurden Isotypkontrollen (Tube 2+4) mitgefihrt (Tab.3.2). Die

vorangegangene Titrierung erlaubte die Bestimmung der optimalen Antikorper-Konzentration. Es
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folgten zwei abschlieBende Waschschritte in Perm/Wash™, bevor die Zellen in 300 pul FACSFlow™

resuspendiert und im Durchflusszytometer analysiert wurden (Abb. 3.21+J).

Tabelle 3.2. Ubersicht Antikérpercocktails intrazellulire Firbung. T-Helfer (TH)-Subpopulationen wurden
anhand der intrazellularen Farbung charakteristischer Zytokine detektiert und quantifiziert. Pro Patient und
Zeitpunkt wurden vier Ansatze gefarbt. Isotypkontrollen wurden in Form von Tube 2 und 4 mitgefiihrt. CD:
cluster of differentiation, IL: Interleukin, IFN: Interferon, Ig: Immunglobulin.

Tube # Zellpopulation Anti-Oberflaichenmarker Anti-Zytokin (intrazellular)
1 TH1, TH2 CD3 CD4 IL-4 IFN-y
2 Isotypkontrolle CD3 CD4 IgG1(-PE) IgG1(-FITC)
3 TH17 CD3 CD4 IL-17a
4 Isotypkontrolle CD3 CD4 IgG1(-PE)
Um die Reliabilitat und Reproduzierbarkeit der Messungen zu gewahrleisten, wurde das

Durchflusszytometer taglich vor Gebrauch mittels CS&T Research Beads kalibriert.

Abbildung 3.2.
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(Vorwartsstreuung, FCS) und -granularitat (Seitwdartsstreuung, SSC) zeigte sich das typische Bild einer
durchflusszytometrischen Vollblutanalyse. Auf dieser Grundlage konnten Monozyten (rot) und Lymphozyten
(blau) von anderen Zellfraktionen differenziert werden. (B) Monozyten-Subtypen wurden entsprechend der
Expression von CD14 und CD16 in klassische, intermedidre und nicht-klassische Subtypen unterschieden. (C)
Die Expression von HLA-DR wurde quantitativ als geometrischer Mittelwert der Fluoreszenzintensitat abziiglich
der Isotypkontrolle erfasst. (D) Lymphozyten wurden in CD3-negative und CD3-exprimierende Zellen
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differenziert. (E) CD3" NK-Zellen wurden anhand der Expression von CD16 und CD56 identifiziert. (F) CD3* Zellen
wurden wiederum anhand ihrer CD4- und CD8-Expression in cytotoxische T-Zellen und TH-Zellen unterschieden
(G) und ihre HLA-DR-Expression analog der Monozyten-HLA-DR-Expression erfasst. (H) Regulatorischen T-Zellen
(Tregs) wurden als CD3*CD4*CD25*CD127" Zellen charakterisiert. (I) T-Helfer-Zellen (TH) wurden unterdessen
anhand der Farbung intrazelluldrer Zytokine Interferon-y (IFN-y), Interleukin-4 (IL-4) und IL-17a in TH1, TH2 und
(J) TH17 Zellen differenziert. CD: cluster of differentiation, HLA-DR: humanes Leukozytenantigen DR.

3.1.3.2 Differentialblutbild

Zur Bestimmung absoluter Zellzahlen wurden maschinelle Differentialblutbilder durch das
Zentrallabor des Universitatsklinikums Heidelberg unter der Leitung von Prof. Nawroth aus
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-antikoaguliertem Blut erstellt. Blutentnahmen erfolgten analog
der durchflusszytometrischen Quantifizierung von Leukozyten-Subpopulationen zu funf
verschiedenen Zeitpunkten (vgl. 3.1.3.1; Abb. 3.1). Die absolute Zellzahl einer Zellpopulation
berechnete sich aus dem Produkt des relativen Anteils der Zellpopulation an der Ubergeordneten
Gesamt-Leukozyten-Subpopulation  multipliziert mit der absoluten Zellzahl aus dem
Differentialblutbild. Beispielhaft sei hier die Berechnung der Anzahl klassischer Monozyten

angefiihrt. Folgende Annahmen werden zugrunde gelegt:

e Anteil klassischer Monozyten an Gesamt-Monozyten: 78,1 % (Durchflusszytometrie)

e Anzahl Gesamt-Monozyten: 0,3 Zellen/nl Blut (Differentialblutbild)

kl. Monozyten [/nl] = kl. Monozytenpurchfiusszytometrie X Gesamt-Monozytenpig.gs = 0,781 x 0,3/nl = 0,234 /nl

3.1.3.3 Bestimmung von hoch-sensitivem kardialen Troponin T (hs-cTnT)

Hs-cTnT wurde praoperativ sowie taglich bis einschlieBlich des dritten postoperativen Tages aus
heparinisiertem Vollblut mittels Cobas E 411 Analyzer im Zentrallabor des Universitatsklinikums

Heidelberg bestimmt.

3.1.3.4 Bestimmung von N-terminalem pro-brain natriuretischen Peptid (NT-proBNP)

Bei jeder Blutentnahme wurde Lithium-hepariniertes Plasma gewonnen. Dazu wurde Vollblut mit
3000 x g flir 15 min bei RT zentrifugiert, in 550 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Praoperativ
gewonnenes Plasma wurde zur NT-proBNP-Bestimmung herangezogen. Diese erfolgte nach
Abschluss der Patientenrekrutierung durch das Zentrallabor des Universitatsklinikums Heidelberg

mittels Immulite®XP; Immunoassay-Systems.

3.1.3.5 Presepsinbestimmung mittels Chemilumineszenz-Immunoassay

Die Plasma-PSEP-Konzentration wurde mit Hilfe eines Chemilumineszenz-basierten Immunoassays
(PATHFAST™ Immunoanalyzer) mit Magtration®-Technologie erhoben. Dazu wurden zunichst 100 pl

heparinisiertes Plasma in die vom Hersteller (LS| Medience Corporation, Tokyo, Japan) vorgesehenen
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Reagenzkartuschen gegeben. Die Konzentrationsbestimmung basiert auf der Bindung zweier
Antikorper an den zu untersuchenden Analyten. Dabei ist der Capture-Antikorper kovalent an einen
magnetischen Bead gebunden; der Detektor-Antikorper ist mit Alkalischer Phosphatase (ALP)
konjugiert. Durch die Bindung beider Antikorper an den Analyten bilden sich Bead-Antikorper-Analyt-
Antikorper-Komplexe. Diese werden durch Anlegung eines magnetischen Feldes von nicht
gebundenem Antikorper sowie anderer Plasmakomponenten separiert. Die Chemilumineszenz wird
durch Zugabe des Chemilumineszenz-Substrates induziert. Die Intensitdt der daraus resultierenden
Lichtemission wird detektiert und dient als Grundlage fiir die Berechnung der PSEP-Konzentration
(Abb. 3.3). Alle Pipettier-, Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten vollautomatisch innerhalb eines
etwa 16-minitigen Testzyklus. Das Gerat wurde entsprechend der Herstellervorgaben in

regelmaRigen Abstanden geeicht, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen.
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Abbildung 3.3. Schematische Darstellung des PATHFAST™ Immunoanalyzer Messprinzips zur
Bestimmung der Plasmapresepsin-Konzentration. Abbildung in Anlehnung an (LSI Medience
Corporation 2017). PATHFAST™ Immunoanalyzer aus https://bdscientia.com/wp-content/uploads/
2019/05/Pathfast-lmmunocardiac-Machine.png. ALP: alkalische Phosphatase.

3.1.4 Klinische Endpunkte
3.1.4.1 Primarer Endpunkt

Der primare kombinierte Endpunkt MACCE umfasste den kardiovaskularen Tod, MI,
Myokardischamie  sowie einen ischamischen Schlaganfall innerhalb des 30-tdgigen
Beobachtungszeitraums (Jammer et al. 2015).

e Als kardiovaskularer Tod galt jeder Tod, der mit groer Wahrscheinlichkeit auf ein akutes
kardiovaskulares Ereignis zuriickzufiihren war. Dies umfasste den akuten MI, plotzlichen
Herztod, Herzversagen, Schlaganfall, kardiovaskuldre Blutungen (bspw. Ruptur eines
Aortenaneurysmas) sowie andere kardiovaskuldre Ursachen (z. B. Lungenembolie) (Hicks et

al. 2018).
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Die Kriterien eines MI stiitzten sich auf die 3. Allgemeine Definition des Myokardinfarktes
festgesetzt durch die European Society of Cardiology (ESC). Diese beinhaltet den Anstieg
eines kardialen Biomarkers oberhalb des 99. Perzentils. In Bezug auf hs-cTnT umfasst dies
einen Anstieg der Konzentration auf =14 ng/l in Kombination mit mindestens einem
folgender Kriterien: Symptome einer Ischdmie; neue ST-Strecken-T-Wellen (ST-T)-
Verdnderung oder neuer Linksschenkelblock (LSB) im EKG; Entwicklung pathologischer Q-
Zacken im EKG (Thygesen et al. 2012).

Die Diagnose einer Myokardischamie wurde auf Grundlage neuaufgetretener Ischamie-
bedingten EKG-Verdnderungen gestellt. Dies umfasste neue ST-Hebungen (22 mm in V2-V3;
21 mm in allen restlichen Ableitungen), ST-Senkungen (21 mm), symmetrische T-
Negativierungen (21 mm), pathologische Q-Zacken oder einen neuaufgetretenen LSB
(Thygesen et al. 2012).

Die Diagnose eines thromboembolischen Schlaganfalles wurde gestellt, wenn der Patient
neue fokalneurologische Defizite entwickelte und eine thrombotische oder embolische
Ursache mittels kranialer Bildgebung (Computertomographie (CT), Magnetresonanz-

tomographie (MRT)) nachgewiesen werden konnte (Jammer et al. 2015).

3.1.4.2 Sekunddre Endpunkte

Sekundadre Endpunkte umfassten einzelne Bestandteile des primaren Endpunktes sowie MINS,

peripherer arterieller  GefaBverschluss, Vorhofflimmern, akutes Nierenversagen und

Gesamtmortalitat innerhalb der ersten 30 Tage postoperativ.

MINS wurde als postoperatives hs-cTnT zwischen 20 und 65 ng/l mit einem absoluten
perioperativen Anstieg von 25 ng/l oder einem postoperativen hs-cTnT 265 ng/|, wobei der
prdaoperativ gemessene Wert nicht unterhalb des maximalen postoperativen Wertes liegen
durfte, definiert (Devereaux et al. 2017).

Die Diagnose eines neuaufgetretenen peripheren arteriellen Gefalverschlusses wurde
gestellt, sofern dieser angiographisch bestatigt bzw. in der Patientenakte vermerkt wurde.
Neuaufgetretenes Vorhofflimmern wurde anhand des postoperativen EKGs diagnostiziert
oder aus der Patientenakte Uibertragen.

Die Definition des postoperativen akuten Nierenversagens basierte auf den Richtlinien des
Acute Kidney Injury Networks (AKIN). Ein Patient erlitt demnach ein akutes Nierenversagen,
wenn Serumkreatinin innerhalb der ersten 48 h postoperativ um >0.3 mg/dl oder innerhalb
von sieben Tagen postoperativ um den Faktor 21,5 im Vergleich zum Ausgangswert anstieg
(National Clinical Guideline Centre 2013).

Die Gesamtmortalitat umfasste jeden Tod unabhangig dessen Ursache.
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3.1.5 Fallzahlberechnung

Da es sich um eine explorative Studie handelte, wurde keine Fallzahlanalyse im eigentlichen Sinne
vorgenommen. Die angestrebte Fallzahl von n=40 Patienten resultierte vielmehr aus Machbarkeits-

und Kostenuberlegungen.

3.2 Post-hoc Analyse: LeukoKAPE-2 - Leukozyten und kardiovaskuldre perioperative

Ereignisse 2

Zur unabhangigen Validierung des in der LeukoKAPE-1 abgeleiteten PSEP Cut-offs wurde eine post-
hoc Analyse der LeukoKAPE-2 Studienkohorte durchgefiihrt. Primdres Ziel der monozentrischen,
prospektiven, nicht-interventionellen Beobachtungsstudie LeukoKAPE-2 Studie bestand in der
Validierung  praoperativer Treg-Level zur kardiovaskuldaren Risikopradiktion in  nicht-
kardiochirurgischen KHK-Patienten. Die Ergebnisse dieser prospektiven Analyse wurden im Rahmen
der Doktorarbeit , Quantifizierung Regulatorischer T-Zellen im Blut von Hochrisikopatienten vor
nicht-kardiochirurgischen Operationen zur Risikostratifizierung fiir kardiovaskulare Komplikationen“

von A. S. Scholz sowie im Journal of Leukocyte Biology veroffentlicht (Scholz et al. 2020).

3.2.1 Ethische Beurteilung

LeukoKAPE-2 stellt die Folgestudie von LeukoKAPE-1 dar. Beide klinischen Studien wurden der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg im Rahmen eines gemeinsamen Antrages
(Aktenzeichen S-351/2016) vorgelegt. Dieser wurde in der Sitzung vom 18.07.2016 beraten und mit
Bekanntgabe am 04.08.2016 positiv bewertet. Unterlagen zur Anderung des Protokolls hinsichtlich
Fallzahl und Anzahl der Blutentnahmen in LeukoKAPE-2 wurden der Ethikkommission am 23.01.2017
vorgelegt und am 23.02.2017 genehmigt. Die Folgestudie LeukoKAPE-2 wurde gesondert und vor

Beginn der Patientenrekrutierung bei ClinicalTrials.gov registriert (NCT03105427).

3.2.2 Studiendesign

Beide Studien glichen sich weitestgehend hinsichtlich des Patientenkollektivs sowie im Ablauf der
Untersuchungen. In LeukoKAPE-2 stellte Leukozytose (<10/nl) jedoch kein Ausschlusskriterium dar
(vgl. 3.1.2.1). Dariber hinaus fanden lediglich vier Blutentnahmen, praoperativ und jeweils taglich bis
zum dritten postoperativen Tag, statt (vgl. 3.1.2.2). Die eGFR wurde aus prdoperativen Routine-

Laborbefunden Gibernommen.

3.2.3 Aufarbeitung der Blutproben

Die Aufarbeitung der Blutproben erfolgte analog der LeukoKAPE-1 Studie (vgl. 3.1.3.3-5). Zu allen vier

Zeitpunkten wurde hs-cTnT aus heparinisiertem Blut durch das Zentrallabor des
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Universitatsklinikums Heidelberg unter der Leitung von Herrn Prof. Nawroth bestimmt. NT-proBNP
wurde prioperativ gemessen. PSEP wurde mittels PATHFAST™ Analyzer aus heparinisiertem Plasma

bestimmt. Dieses wurde bis zum Zeitpunkt der Analyse bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Klinische Endpunkte

Der primare Endpunkt der post-hoc Analyse umfasste die gleichen Entitaten des in LeukoKAPE-1
gewadhlten zusammengesetzten Endpunktes MACCE (vgl. 3.1.4.1). Auch sekundire Endpunkte
deckten sich mit denen der LeukoKAPE-1 Studie (vgl. 3.1.4.2).

3.2.5 Fallzahlberechnung

Die Gesamtheit der aus der prospektiven LeukoKAPE-2 Studie zur Verfligung stehenden
Patientendaten wurde fiir die hier dargestellte post-hoc Analyse zur Validierung des PSEP Cut-offs

herangezogen. Eine formelle Fallzahlkalkulation wurde nicht durchgefiihrt.

3.3 Tierexperimentelle Arbeiten

Der Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die perioperative Plaquedestabilisierung wurde in
homozygoten Apolipoprotein E-defizienten (ApoE”) C57BL/6 Mé&usen (B6.129P2-Apoe'™Vrc/))
untersucht. Die Inaktivierung des endogenen ApoE erfolgte durch Insertion einer Neomycin-
Resistenzkassette in das ApoE-Gen, was die partielle Deletion von Exon 3 und Intron 4 zur Folge hatte
(Piedrahita et al. 1992). Homozygote ApoE” Tiere entwickeln unabhingig von Alter und Geschlecht
erhohte Cholesterinspiegel im Blut. Durch Fitterung einer cholesterinreichen Diat kommt es zur
verstarkten Bildung atherosklerotischer Lasionen. Die Zucht der transgenen Tiere erfolgte durch die
Interfakultdre Biomedizinische Forschungseinrichtung (IBF) der Ruprecht-Karls-Universitdt Heidelberg
und wurde unter dem Aktenzeichen G-9/17 gefiihrt. Um die Aufrechterhaltung der homozygoten
ApoE-Defizienz zu Uberprifen, wurden die Tiere stichprobenartig mittels Schwanzbiopsien und
Ohrstanzen in regelmaRigen Abstidnden durch Tansnetyx®, Inc. (Cordova, TN, USA) genotypisiert.
Insgesamt wurden 106 ApoE”- M&use, davon 55 méannliche und 51 weibliche, fiir die Untersuchungen

einschlieBlich der Etablierungsexperimente verwendet.

3.3.1 Ethische Beurteilung

Das Tierversuchsvorhaben wurde dem Regierungsprasidium Karlsruhe erstmals am 02.01.2018
vorgelegt und am 01.03.2018 fiir eine Laufzeit von fiinf Jahren genehmigt (Aktenzeichen G-4/18).
Dariiber hinaus wurden folgende Erweiterungs- bzw. Anderungsantrige gestellt.

e Antrag vom 20.04.2018: Gegenstand des Antrages war die Umstellung der

Allgemeinanasthesie auf Inhalationsnarkose mittels Isofluran; Genehmigung am 08.05.2018
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e Antrag vom 14.05.2018: Gegenstand der Erweiterung umfasste die Verlangerung der

Sonderdiat von sieben auf neun Wochen; Genehmigung am 27.06.2018

Alle Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit dem national geltenden Tierschutzgesetz und
der Tierschutz-Versuchstierverordnung in der Fassung von 2013 durchgefiihrt. Eine nicht-technische
Projektzusammenfassung (NTP) des Vorhabens wurde in der Datenbank AnimalTestinfo des

Bundesinstituts fiir Risikobewertung veréffentlicht (NTP-ID: 00020224-1-9; 00020224-2-7).

3.3.2 Tierhaltung

Experimentaltiere wurden vor Start der Sonderdiat in den klinisch experimentellen Bereich (KEB) des
IBFs transferiert. Die Haltung der Tiere erfolgte unter kontrollierten Umweltbedingungen (22 + 2 °C,
50-60 % Luftfeuchtigkeit, 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus) in Typ 2 Ké&figen (Einstreu ABBEDD LT-E-
001) mit einer Besatzungsdichte gemaR den Empfehlungen der Gesellschaft fir Versuchstierkunde/
Society of Laboratory Animal Science (GV-SOLAS). Die Kafige wurden mit Nestmaterial ausgestattet.
Die Versorgung der Tiere mit Futter und Trinkwasser erfolgte ad libitum. Vor Umstellung der Diat
erhielten die Tiere Altromin Rod16. Zur Bildung des atherosklerotischen Phanotyps wurde die
Fltterung in einem Alter von acht Wochen auf eine cholesterinreiche Sonderdiat umgestellt und bis

zum Zeitpunkt der Finalisierung der Tiere aufrechterhalten.

3.3.3 Versuchsaufbau und Berechnung der GruppengrofRen

Die tierexperimentellen Arbeiten gliederten sich in drei Arbeitsblocke.
1) Arbeitsblock 1 umfasste die Untersuchung des Effektes perioperativen Stresses auf das
Vorkommen regulatorischer T-Zellen in atherosklerotischen ApoE”- M&usen.
2) Arbeitsblock 2 bildete die Grundlage fir Arbeitsblock 3 und diente der Etablierung der
Antikorper-vermittelten Treg-Modulierung in atherosklerotischen ApoE”- Méausen.
3) In Arbeitsblock 3 wurde der Effekt praoperativer Treg-Level auf die durch perioperativen

Stress bedingte Destabilisierung atherosklerotischer Plaques untersucht.

Da es sich bei Arbeitsblock 1 und 2 um Vorversuche handelte, wurde die minimal sinnvoll

erscheinende GruppegrolRe von n=6 Tieren (3 mannlich, 3 weiblich) herangezogen.

In Arbeitsblock 3 bildete das postoperative Plaquevolumen die primare ZielgrofRe. Die
Fallzahlplanung basierte auf dem Vergleich der Gruppen mit reduziertem und erhéhtem Treg-Level.

Folgende Daten wurden fiir die Kalkulation der GruppengroRe herangezogen.

e mittlere Differenz des Plaguevolumens zwischen operierten und Sham-operierten Mausen
mit unveridndertem Treg-Level 32 x103 mm?® bei einer Standardabweichung (SD) von

27 x10 mm? (Janssen et al. 2015)
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o VergroBerung atherosklerotischer Plaqgues um den Faktor 2,1 nach Treg-Depletion, jedoch
unabhangig eines operativen Eingriffes (Klingenberg et al. 2013)
o kein Effekt erhohter Treg-Level auf bereits bestehende Plagues ebenfalls unabhangig eines

operativen Eingriffes (Foks et al. 2011)

Unter Berlicksichtigung und Kombination der Daten ergab sich eine zu erwartende
Mittelwertsdifferenz von 35+ SD 27 x10® mm?3. Daraus resultierte eine Effektstirke d~1,3. Um ein
Signifikanzniveau von a=0,05 und eine Power 1-R=0,8 zu erreichen, wurden 11 Tiere pro Gruppe
bendtigt. Da geschlechtsspezifische Unterschiede nicht ausgeschlossen werden konnten, ergab sich
eine GruppegrofRe von n=12 Tieren (6 mannlich, 6 weiblich). Da sich bei vorldufigen Auswertungen
jedoch abzeichnete, dass der Effekt nicht im erwarteten Ausmald nachgewiesen werden kann, wurde

die Gruppengrolle auf n=8 Tiere pro Gruppe reduziert.

3.3.4 Perioperatives Stressmodell

Neun Wochen nach Beginn der cholesterinreichen Sonderdiat wurden die Tiere im Alter von 17
Wochen einem perioperativen Stressmodell, bestehend aus einem etwa 30-minttigem Eingriff,
unterzogen (Janssen et al. 2015). Dieser diente der Simulation perioperativen Stresses und der damit

verbundenen Initiierung physiologischer und immunologischer Vorgange (Abb. 3.4).

8 w 17w +3d
9 w cholesterinreiche Dict l +1Id +2|d |
_————— | ' , | Organentnahme
oP

Abbildung 3.4. Prinzipieller Versuchsaufbau des Tiermodells. Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der
Sonderfiitterung, des perioperativen Stressmodells (OP) und der Organentnahme am Beispiel von
Arbeitsblock 1. Als Kontrolle dienten Sham-operierte Tiere. W: Wochen, d: Tage

Der Eingriff wurde in Inhalationsanasthesie mittels Isofluran durchgefiihrt. Zur Einleitung der Narkose
wurde das Tier in eine bereits mit 5% Isofluran unter 600 ml Sauerstofffluss gesattigte
Ganzkorperkammer gegeben. Nach Erreichen eines ausreichend tiefen Narkosestadiums wurden
dem Tier 400 pl Blut Giber die Vena facialis entnommen. Dies entspricht etwa 20 % des gesamten
Blutvolumens und dient der Simulation des intraoperativen Blutverlustes. Die Tiere wurden
anschlieRend auf eine 37 °C warme Heizplatte transferiert, um ein Auskiihlen wahrend des Eingriffes
zu vermeiden. Zur Aufrechterhaltung der Anadsthesie mittels Maskenbeatmung wurde die
Narkosegaskonzentration auf etwa 1,5-3% bei einem Sauerstofffluss von 400 ml reduziert.
AnschlieBend erfolgten die groRzligige Rasur und Desinfektion des Bauches gefolgt von der
longitudinalen Eroffnung des Abdomens. Der etwa 1,5cm lange Bauchschnitt wurde mittels

Wundspreizer ertéffnet. Ein Austrocknen der Wundrdnder wurde durch mit Natriumchlorid (NaCl)-
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Losung-getrankte Kompressen, die wahrend des Eingriffes auf das geoffnete Abdomen gelegt
wurden, verhindert. Etwa 25 Minuten nach Er6ffnen der Bauchdecke wurde das Peritoneum mittels
fortlaufender Naht wiederverschlossen. Der Verschluss der Bauchdecke erfolgte mit
Einzelknopfheften. Als Kontrolle dienten Sham-operierte Tiere, die lediglich rasiert und narkotisiert
wurden. Der Allgemeinzustand der Tiere wurde nach Erwachen sowie taglich bis zur Finalisierung am
dritten postoperativen Tag liberwacht. Zusatzlich wurde das Korpergewicht praoperativ und taglich

innerhalb der ersten drei Tage postoperativ erfasst.

3.3.5 In vivo Modulierung regulatorischer T-Zell-Level

Im 3. Arbeitsblock wurde der Effekt prdoperativer Treg-Level auf die perioperativ-bedingte
Destabilisierung atherosklerotischer Plaques untersucht. Dazu wurden atherosklerotische ApoE”

Mause mit reduziertem bzw. erhéhtem Treg-Level generiert.

Anti-CD25-induzierte Treg-Reduktion

Die Reduktion des Treg-Levels wurde mittels anti-CD25 (Klon PC61, IgG1) Antikorper, der sich gegen
Interleukin-2-Rezeptor (IL-2Ra) richtete, induziert. Dazu wurde atherosklerotischen ApoE”" Mausen
in einem Alter von etwa 16 Wochen eine einmalige Dosis von 250 ug anti-CD25 (PC61) in 250 ul
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gel6st intraperitoneal (i.p) verabreicht. Die maximale
Reduktion des Treg-Levels tritt in Wildtyp C57BL/6 Mausen acht Tage nach Behandlung auf und wird
fiir etwa zwei bis drei Wochen aufrechterhalten (Setiady et al. 2010). Im Rahmen der Etablierung in
transgenen ApoE” Maiusen wurde den Tieren sechs, acht und zehn Tage nach Injektion des
depletierenden Antikérpers je 100 ul Blut iber die Vena facialis entnommen und zur Bestimmung
des Zeitpunktes der maximalen Treg-Reduktion durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 3.5). Als

Kontrolle dienten Isotyp (IgG1)-behandelte Tiere.
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Abbildung 3.5. Versuchsaufbau zur Etablierung der anti-CD25-induzierten Treg-Reduktion. Tregs wurden
sechs, acht und zehn Tage nach anti-CD25-Injektion durchflusszytometrisch im Blut quantifiziert. Zusatzlich
erfolgte die Treg-Quantifizierung in lymphatischen Organen zum Zeitpunkt der Organentnahme.

Auf Grundlage der Untersuchungen erfolgte die anti-CD25 Injektion im finalen Modell zur
Untersuchung des Effektes reduzierter praoperativer Treg-Level auf die perioperative

Plaquedestabilisierung (Arbeitsblock 3) sechs Tage vor OP (Abb. 3.7A).
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IL-2/anti-IL-2-induzierte Treg-Expansion

Zur Generierung atherosklerotischer ApoE”" Mause mit erhdhtem Treg-Level wurden diese im Alter
von etwa 16 Wochen taglich tiber eine Dauer von drei Tagen mit einem Komplex aus IL-2 und anti-IL-
2 (Klon JES6-1A12, IgG2a) i.p. behandelt. Tregs exprimieren einen hochaffinen IL-2R (Arce-Sillas et al.
2016). Diese Tatsache ermoglicht es, Tregs selektiv durch Injektion einer subphysiologischen IL-2-
Dosis zu boosten (Boyman et al. 2006). Der zugrundeliegende Mechanismus, der die gesteigerte
Wirksamkeit von IL-2 durch Vorliegen im Komplex mit anti-IL-2 bedingt, ist unklar. Denkbar sind eine
Verbesserung der Bioverfiigbarkeit sowie eine langere Halbwertszeit des Zytokins (Letourneau et al.

2010).

Zur Bildung des IL-Antikorper-Komplexes wurden diese vorab in einem molaren Verhaltnis von ~2:1
(1 ug (58 pmol) IL-2 plus 5 pug (33 pmol) anti-IL-2) in 200 pl PBS bei 37 °C fir 30 min inkubiert
(Webster et al. 2009). Zur Bestimmung des Zeitpunktes der maximalen Treg-Expansion wurden diese
drei, vier und finf Tage nach Beginn der Injektionen durchflusszytometrisch quantifiziert. Die
Entnahme von je 100 pl Blut erfolgte tiber die Vena facialis (Abb. 3.6). IL-2/1gG2- und PBS-behandelte
Tiere fungierten als Kontrolle.
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Abbildung 3.6. Versuchsaufbau zur Etablierung der IL-2/anti-IL.-2-induzierten Treg-Expansion. Tregs
wurden drei, vier und fiinf Tage nach erster IL-2/anti-IL-2 Injektion durchflusszytometrisch im Blut
quantifiziert. Zusatzlich erfolgte die Treg-Quantifizierung in lymphatischen Organen zum Zeitpunkt der
Organentnahme.

Im finalen Modell aus Arbeitsblock 3 erfolgten die Injektionen taglich an drei aufeinanderfolgenden

Tagen beginnend drei Tage vor OP (Abb. 3.7B).
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Abbildung 3.7. Schematische Darstellung des finalen Modells zur Untersuchung des kausalen
Zusammenhangs zwischen prdoperativen regulatorischen T-Zell (Treg)-Level und perioperativer
Plaquedestabilisierung (Arbeitsblock 3). Gezeigt ist der zeitliche Ablauf der Treg-modulierenden Behandlung
am Beispiel der OP-Interventionsgruppen. (A) Die Reduktion des Treg-Levels wird durch einmalige anti-CD25-
Injektion sechs Tage vor OP initiiert. (B) Die Erhdhung des Treg-Levels wird durch tagliche Injektionen des
IL-2/anti-IL-2-Komplexes an drei aufeinanderfolgenden Tagen, beginnend drei Tage praoperativ, induziert. Der
operative Eingriff (OP) wurde zum Zeitpunkt der maximalen Treg-Modulierung an 17 Wochen alten
atherosklerotischen ApoE-defizienten Mausen durchgefiihrt. Die Verabreichung der jeweiligen Isotypkontrollen
bzw. die Durchfiihrung der Sham-Intervention erfolgte analog. Organe wurden am dritten postoperativen Tag
entnommen.

3.3.6 Finalisierung und Organentnahme

Die Totung der Tiere zur Organentnahme erfolgte in tiefer Ketamin/Xylazin-Narkose. Dazu wurden
120 mg/kg Korpergewicht (KG) Ketamin und 16 mg/kg KG Xylazin auf 10 ml NaCl-Lésung verdunnt
und mit einer Dosis von 100 ul pro 10g KG i.p. injiziert. Nach Erreichen des chirurgischen
Toleranzstadiums wurden die Tiere laparotomiert. Die finale Blutentnahme erfolgte durch Punktion
der Vena cava inferior mittels 24G Kaniile und fihrte zum Tod des Tieres. Um die Koagulation des
Blutes zu unterbinden, wurden Spritze und Kaniile zuvor mit 0,5 M EDTA-L6sung benetzt. Nach
Entnahme des Blutes fiir die durchflusszytometrische Messung wurde das Restvolumen bei 2500 rpm
fir 10 min bei RT zentrifugiert, die Plasmafraktion abgenommen und bei -80°C gelagert.
AnschlieBend folgte die Gewebsperfusion durch Herzpunktion mittels NaCl-L6sung. Die Organe
wurden daraufhin entnommen, in Cryo-Rohrchen und/oder Einbettmedium dberfiihrt und in
flissigem Stickstoff schockgeforen (Tab. 3.3). Das Gewebe wurde bis zum Zeitpunkt der

Weiterverarbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

Prdparation des Aortenbogens

Zur Praparation des Aortenbogens samt supraaortaler Arterien wurden Aortenbogen und
Thorakalaorta chirurgisch dargestellt, grob vom Fett befreit und auf Ebene der Bifurkation abgesetzt.
Das Herz wurde oberhalb der Herzklappen auf Hohe der Herzohren von der Aorta ascendens
getrennt; der Aortenbogen wurde etwa 2 mm unterhalb des Abganges der A. subclavia sinistra von

der Aorta descendens abgesetzt.

Tabelle 3.3. Ubersicht und Konservierung entnommener Organe.

Konservierung in Cryo-R6hrchen Konservierung in Einbettmedium

Milz Milz

Thymus (linker Lappen) Thymus (rechter Lappen)

Lymphknoten (inguinal, rechts) Lymphknoten (axial, rechts)

Aorta (thorakal) Aortenbogen mit A. brachiocephalica, A. carotis

communis sinistra und A. subclavia sinistra

Herzspitze Herzbasis

Leber (rechter Leberlappen)
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Dariiber hinaus wurden Teile lymphatischer Organe in 30 ml PBS mit 0,1% bovinem Serumalbumin
(BSA) und 2 mM EDTA auf Eis liberfiihrt. Dies diente der Generierung von Einzelzellsuspensionen zur

durchflusszytometrischen Quantifizierung von Tregs (vgl. 3.3.8.1).

3.3.7 Histologische Aufarbeitung
3.3.7.1 Herstellung von Schnittpraparaten

Die in Einbettmedium eingedeckten Brachiozephalarterien wurden mit Hilfe des Mikrotoms
bei -24 °C vertikal mit einer Schnittdicke von 5um geschnitten und auf Adhasionsobjekttrager
Ubertragen. Dabei bildete die Bifurkation den Startpunkt zur Abnahme der Gewebeschnitte;
Endpunkt stellte die Miindung der Brachiozephalarterie in den Aortenbogen dar. Die Gefrierschnitte
wurden in Serien von 15 Objekttragern mit je vier Praparaten pro Objekttrager angefertigt und
bei -80 °C gelagert. Je nach Liange der Brachiozephalarterie wurden vier bis sechs Serien pro Tier

angefertigt.

3.3.7.2 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Zur Beurteilung des Plaguevolumens und der Stenose wurde der jeweils erste Objekttrager einer
Serie, d.h. jeder 15. Gewebsschnitt, HE gefarbt. Nach vollstandiger Trocknung der Schnitte bei RT
erfolgte die Farbung mittels Hamalaun nach Mayer fir 5min. Hamalaun farbt alle basophilen
Strukturen blau, insbesondere Zellkerne und raue endoplasmatische Retikula. Anschliefend wurden
die Schnitte unter flieRendem Leitungswasser fiir 10 min geblaut. Die Erhéhung des pH-Wertes durch
Spllen in Leitungswasser fuhrt zur Entwicklung des typisch blauvioletten Farbtons. Es folgt die
Farbung in 0,1 %iger Eosinldsung fiir 4 min. Eosin farbt alle eosinophilen Strukturen rot, darunter vor
allem Zellplasmaproteine. Daraufhin wurden die Schnitte kurz in Leitungswasser gespilt und lber
eine aufsteigende Alkoholreihe in das organische Loésungsmittel Roticlear® (berfiihrt. Die
entwasserten und geklarten Schnitte wurden abschlieBend in Eukitt® Eindeckmittel eingedeckt.

Beide Farbeldsungen wurden vor Gebrauch sterilfiltriert.

Die histologische Auswertung der gefarbten Praparate erfolgte am automatisierten Olympus BX63
Mikroskop. Bilder wurden in 100-facher VergroRerung aufgenommen und mit Hilfe der
Bildbearbeitungssoftware CellSens ausgewertet. Die Bestimmung des Plagquevolumens erfolgte

anhand folgender Formel mit n gleich der Anzahl Plaque-tragender Schnitte:

_ (Plaqueflache, [um®] x 75) + (Plaqueflache,,; [um®] x 75) + (Plaqueflache,,, [um?] x 75)
B 106

Plaquevol. [x 1073 mm3]
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Die Berechnung der Stenose ergab sich aus dem Anteil der Plagqueflaiche am GefaRlumen abgegrenzt

durch die Membrana elastica interna.

Pl flach 2
aqueflache [pm ]XlOO

0, =
#Stenose Gefaftlumen [pum?]

3.3.7.3 Masson-Goldner Trichomefarbung

Der Kollagengehalt atherosklerotischer Lasionen wurde mittels Trichromefarbung nach Masson-
Goldner dargestellt. Pro Maus wurde ein Objekttrager gefarbt. Dabei handelte es sich um den jeweils
zweiten Objekttrager jener Serie, die in der Auswertung der HE-Farbung die maximale Stenose
aufwies. Nachdem die Schnitte vollstandig an der Luft getrocknet waren, wurde das Gewebe mittels
Bouin-Fixiergemisch bestehend aus Pikrinsdaure, Formaldehyd und Essigsaure fir 2 h bei RT fixiert.
Nach 10-minttigem Spillen der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser folgte die 3-miniitige
Kernfarbung des Gewebes mittels Weigerts Eisenhdamatoxylinlésung. Die Losung enthalt zusatzlich
salzsaure Eisen (lll)-Nitrat-Losung, um ein Entfarben der Kerne durch die im spateren Verlauf des
Protokolls zur Anwendung kommenden sauren Goldner-Lésungen zu verhindern. Die Farbung wurde
anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser fiir 15 min differenziert. Daraufhin folgte die
eigentliche Trichromefarbung bestehend aus drei Farbstoffen, die sich in ihrer MolekilgrofSe
unterscheiden und entsprechend unterschiedlich schnell in verschiedene Gewebsstrukturen
eindringen. Zunachst wurden die Schnitte in Ponceau-Saurefuchsin tberfihrt und fir 10 min
inkubiert. Nach kurzem Spiilen in 1%iger Essigsaure folgte die Differenzierung und Entfarbung des
Bindegewebes mittels Phosphorwolframsaure-Orange G fir 30 s. Abschlieend und einem weiteren
kurzen Waschschritt in 1%iger Essigsdaure folgend, wurden bindegewebsartige Strukturen fiir 5 min
durch grobdisperses, azidophiles Lichtgriin gefarbt. Es folgte die Dehydrierung, Klarung und
Eindeckung der Schnitte analog der HE-Farbung (vgl. 3.3.7.2). Alle Farbel6sungen wurden gemalR
Herstellerangaben vor Gebrauch sterilfiltriert. Im Ergebnis zeigte sich eine braunschwarze Farbung
der Zellkerne; Muskulatur und Plasma erschienen rot, Erythrozyten orange und kollagenes

Bindegewebe griin.

Die Auswertung des Kollagengehaltes erfolgte anhand 100-fach vergrofRerter lichtmikroskopischer
Aufnahmen der atherosklerotischen Lasionen. Durch Festlegen eines Schwellenwertes wurde der
relative Anteil des Kollagengehaltes an der Gesamtflache des Plaques bestimmt. Trichrome-gefarbte
Praparate wurden ebenfalls zur Bestimmung nekrotischer Areale anteilig der Plaqueflache

herangezogen. Die Auswertung erfolgte verblindet.
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3.3.7.4 Olrot O-Firbung

Die Quantifizierung von Lipidablagerungen innerhalb atherosklerotischer Lasionen erfolgte mittels
Olrot O-Farbung. Pro Tier wurde der jeweils dritte Objekttrdger jener Serie, die in der Auswertung
der HE-Farbung die maximale Stenose aufwies, gefarbt. Die Olrot O-Stocklésung wurde zunéchst im
Verhaltnis 3:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt und sterilfiltriert. Die Fixierung der luftgetrockneten
Gewebspraparate erfolgte fiir 10 min in 4 %igem eiskaltem Paraformaldehyd (PFA; pH=7,4). Nach 10-
min(tigem Spullen unter flieRendem Leitungswasser und einem kurzen Waschschritt in destilliertem
Wasser wurden die Schnitte erneut luftgetrocknet, bevor diese in Olrot O-Farbeldsung Uberfiihrt
wurden. Nach 10-minitiger Farbezeit wurden die Praparate dreimal 30s in 60 %igem Isopropanol
gewaschen, mit destilliertem Wasser gesplilt und mittels Mayers Hamatoxylin 3 min gegengefarbt. Es
folgte das Blauen der Kernfarbung unter flieRendem Leitungswasser fiir 10 min. AbschlieRend
wurden die feuchten, erneut in destilliertem Wasser gesplilten Schnitte mittels

Permanenteindeckmedium fiir etwa 4 min bei 65 °C eingedeckt.

Die Quantifizierung der Olrot O-positiven Plaquefliche erfolgte anhand 100-fach vergréRerter
lichtmikroskopischer Aufnahmen der gefarbten Brachiozelphalarterien mittels Olympus BX63. Durch
Festlegen eines Schwellenwertes in der Bildanalysesoftware konnte der relative Anteil des
Lipidgehaltes an der Gesamtflache des atherosklerotischen Plaques bestimmt werden. Als weiteres
Stabilitatsmerkmal wurde die Anzahl im Plaque enthaltener Zellen anhand der Kernfarbung ermittelt.

Die Auswertung erfolgte verblindet.

3.3.7.5 Immunhistologische Foxp3-Farbung
Zusammensetzung Pufferlésungen

e C(Citratpuffer (10 mM, pH6): 9ml 0,1 M Zitronensidure-Monohydrat-Lésung, 41 ml 0,1 M
Trinatriumcitrat-Dihydrat-Losung, 450 ml destilliertes Wasser

e Tris-gepufferte Kochsalzlosung (TBS): 50 ml 1M Tris Stocklésung (pH 7,6), 150 ml 1M NaCl-
Losung, 800 ml destilliertes Wasser

e 0,05%iges TBS-Tween (TBST): 100 ml TBS (pH 7,6), 50 ul Tween 20

e 0,3%iges Triton X-100: 970 pl TBS, 30 pl Triton X-100 Stocklésung (10 %)

Zum Nachweis regulatorischer T-Zellen im Plaque wurde ein gegen den von Tregs konstitutiv
exprimierten Transkriptionsfaktor Foxp3 gerichteter Antikérper verwendet. Die Schnitte wurden
zundchst luftgetrocknet, fir 10 min in 4 %igem eiskaltem PFA fixiert, zweifach in TBS und
destilliertem Wasser gewaschen, um sie anschlieBend in Citratpuffer zu Giberfihren. In dieser Form
wurden die Praparate fiir 30 min in einen vorgeheizten Dampfgarer inkubiert. Nach Abkiihlen der

Proben auf RT wurden diese in destilliertem Wasser gespiilt und mittels Dako Pen umrandet. Alle
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folgenden Schritte wurden in einer Feuchtkammer durchgefiihrt, um ein Austrocknen der
Gewebepraparate zu verhindern. Die Schnitte wurden in TBS rehydriert, in TBST gewaschen und fir
30 min in 0,3 %igem Triton X-100 zur Permeabilisierung der Zellen inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in TBST, folgte die 30-minitige Inkubation mittels 2,5 %igem Ziegenserum, um die
unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers zu unterbinden. AnschlieBend wurden die Proben
mit anti-Foxp3 Primarantikorper (1:100 Verdiinnung) lber Nacht bei 4 °C inkubiert. Daraufhin
wurden die Schnitte dreimal 5 min in TBST gewaschen und mit dem mit alkalischer Phosphatase
konjugiertem Sekundarantikérper fir 30 min bei RT inkubiert. Zur Detektion gebildeter Antigen-
Antikorper-Antikorper-Komplexe folgte die Behandlung mit Substratlosung fiir weitere 10 min.
AbschlieBend wurden die Praparate mit Mayers Hamalaun gegengefarbt, 10 min unter flieBendem
Leitungswasser gebldut und analog der Olrot-O Farbung mittels Permanenteindeckmedium fiir etwa
4 min bei 65°C eingedeckt. Zur Validierung und Kontrolle aller Analyseschritte und des

Farbeverfahrens wurden Positivkontrollen in Form von Thymusgewebe mitgefiihrt (Anhang 1).

Zur Detektion Foxp3-positiver Zellen wurden 200-fach vergroRerte lichtmikroskopische Bilder der

Brachiozephalarterien aufgenommen. Die Quantifizierung der Zellen erfolgte manuell und verblindet.

3.3.7.6 a-SMC Immunfluoreszenzfarbung

Die Detektion glatter Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques erfolgte mittels eines gegen a-
Actin gerichteten monoklonalen Antikoérpers. Pro Tier wurde der jeweils vierte Objekttrager jener
Serie, die in der Auswertung der HE-Farbung die maximale Stenose aufwies, gefarbt. Nach
Lufttrocknung der Schnitte wurden diese mittels eiskalten Acetons fixiert, erneut getrocknet, mit
dem DakoPen umrandet und in 0,05%igem PBS-T rehydriert. Zur Minimierung unspezifischer Bindung
des Primarantikorpers folgte die 30-minitige Inkubation in Mouse-on-mouse Blocking Reagenz.
AnschlieBend wurden die Prdparate mit dem anti-Actin Priméarantikorper (Verdiinnung 1:400) liber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS folgte die Inkubation mit dem anti-Maus
Sekundarantikorper (Verdiinnung 1:100) fir 2 h bei RT. Die Farbung der Zellkerne erfolgte durch
Zugabe von DAPI. Nach 5-mintiger Inkubation wurden die Praparate erneut in PBS gewaschen, in

destilliertes Wasser lberfiihrt und mittels Fluorescence Mounting Medium eingedeckt.

3.3.8 Durchflusszytometrische Quantifizierung muriner Zellen

Die Bestimmung regulatorischer T-Zell-Level erfolgte aus Vollblutproben und frisch gewonnenen
Einzelzellsuspensionen lymphatischer Organe. Um die Spezifitdt der Treg-modulierenden Behandlung
beurteilen zu koénnen, wurden weitere Immunzellpopulation anhand charakteristischer

Differenzierungsmarker im Vollblut analysiert.
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3.3.8.1 Gewinnung von Einzelzellsuspensionen lymphatischer Organe

Zur Gewinnung von Einzelzellsuspensionen wurden die in eiskaltem PBS aufgenommenen
Gewebssticke (vgl. 3.3.6) aus Milz, Lymphknoten und Thymus mit Hilfe eines Spritzenstempels
vorsichtig durch ein 70 um feines Nylonsieb in 50 ml Falcon-Réhrchen gerieben. Sieb und
Spritzenstempel wurden in regelmaRigen Abstianden mit insgesamt 30 ml PBS/BSA/EDTA-Losung
gespiilt. Die Zellsuspension wurde bei 1600 rpm bei 4 °C fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellsediment anschlieBend in 30 ml PBS resuspendiert. Milzzellpraparate wurden
einem zusatzlichen Arbeitsschritt zur Erythrozyten-Lyse unterzogen. Dazu wurden die Proben mit
2 ml 37 °C warmer PharmLyse™-Ldsung versetzt und im Wasserbad bei 37 °C fiir 3 min inkubiert. Die
Lyse wurde durch Zugabe von 30 ml PBS gestoppt. Die Einzelzellsuspensionen wurden erneut
zentrifugiert und zur weiteren Verarbeitung in 2 ml PBS resuspendiert. Mit Ausnahme der Lyse,

wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt.

3.3.8.2 Quantifizierung muriner Tregs aus Vollblut und lymphatischen Organen

Zur durchflusszytometrischen Quantifizierung von Tregs wurden 100 ul Vollblut bzw. 100 pl der
vereinzelten Milz-, Lymphknoten- und Thymuszellsuspension eingesetzt (entspricht etwa 108 Zellen).
Zur Minimierung unspezifischer Bindungen wurden die Zellen zunachst fir 10 min bei 4 °C mit Fc-
Block (Maus TruStain FcX™) behandelt. Es folgte die Farbung der Oberflichenmarker CD3, CD4 und
CD25 mittels monoklonaler Antikdrper. Zur Unterscheidung lebendiger und toter Zellen wurde dieser
um einen fixierbaren Lebendfarbstoff (FVD) ergdanzt. Nach 30-minutiger, lichtgeschitzter Inkubation
bei 4 °C folgte die Lyse der Erythrozyten in Vollblutproben durch Zugabe von 2 ml FACS Lyse-Losung
und 15 min Inkubation im Dunkeln bei RT. Alle Proben wurden anschlieBend in 2 ml CellWash
resuspendiert und bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes folgte die
Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mittels 1 ml Fixier- und Permeabilisierungsgemisch
innerhalb eines 30-mindtigen Inkubationsschrittes, lichtgeschiitzt bei 4 °C. AnschlieBend wurden die
Proben zweifach in Foxp3-Waschpuffer gewaschen, in 100 ul Waschpuffer resuspendiert und mit
anti-Foxp3 inkubiert. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C im Dunkeln wurden die Zellen erneut
gewaschen, mit 200 pl FACSFlow™ versetzt und im Durchflusszytomter analysiert. Um das AusmaR
der unspezifischen Bindung beriicksichtigen und eine moglichst exakte Quantifizierung von Tregs

vornehmen zu kénnen, wurden Isotypkontrollen fir anti-CD25 mitgefiihrt.

Tregs wurden anhand ihres charakteristischen Expressionsprofils CD3*CD4*CD25*Foxp3* identifiziert.
Die Analyse erfolgte durch Einteilung in Quadranten unter Berlicksichtigung der Isotypkontrolle. Die
Anzahl regulatorischer T-Zellen wurde in Form ihres relativen Anteils an der CD4* Zellpopulation

ausgewertet (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8. Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Quantifizierung regulatorischer T-Zellen
(Tregs). Dargestellt ist die Gating-Strategie zur Identifikation und Quantifizierung muriner Tregs am Beispiel von
Vollblut. (A) Nach Ausschluss von Zelltrimmern und (B) Zell-Dubletten wurden (C) lebendige Zellen anhand der
Oberflachenmarker (D) CD3 und (E) CD4 selektiert. (F) Die Identifizierung von Tregs erfolgte daraufhin anhand
ihres charakteristischen Expressionsprofils: CD3*CD4*CD25*Foxp3*. Die Quantifizierung von Tregs in Thymus,
Milz und Lymphknoten wurde analog durchgefiihrt.

3.3.8.3 Quantifizierung muriner Leukozyten-Subpopulationen aus Vollblut

Um die Selektivitat der Treg-modulierenden Behandlung beurteilen zu kdnnen, wurden Neutrophile
Granulozyten, inflammatorische und patrouillierende Monozyten, NK-, TH-, cytotoxische T-Zellen und
B-Zellen anhand der Farbung ihrer Differenzierungsmarker durchflusszytometrisch analysiert. Dazu
wurden je 100 pl EDTA-antikoaguliertes Vollblut mit 2 pl Fe-Block (Maus TruStain FeX™) versetzt und
fiir 10 min bei 4 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe des jeweiligen Antikdrpercocktails (Tab. 3.4).

Tabelle 3.4. Ubersicht Antikdrpercocktails zur Firbung muriner Leukozyten-Subpopulationen. Die Detektion
und Quantifizierung von Leukozyten-Subpopulationen erfolgte anhand der Farbung charakteristischer
Zelltypmarker im Vollblut. Pro Tier wurden zwei Farbungen angesetzt. CD: cluster of differentiation.

Tube # Zellpopulation Anti-Oberflachenmarker
1 Neutrophile, Monozyten, Natirliche Killer CD45 CD11b Ly6-C Ly6-G NK1.1
2 T-Helfer, cytotoxische T-Zellen, B-Zellen CD45 CD3 CD4 CDS8 CD19

Im Anschluss der 30-mintigen, lichtgeschiitzten Inkubation bei 4 °C erfolgte die Erythrozyten-Lyse
durch Behandlung und Inkubation der Zellen mit 2 ml FACSLysing™-Lésung fiir 15 min bei RT. Die
Proben wurden abschlielend bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert, in CellWash gewaschen und nach

Resuspension des Zellsedimentes in 300 pl FACSFlow™ im Durchflusszytometer analysiert.
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Die Anzahl der jeweiligen Immunzellpopulation wurde in Form ihres relativen Anteils an der Gesamt-

Leukozytenzahl, gekennzeichnet durch die Expression von CD45, ausgewertet (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9. Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Quantifizierung muriner Leukozyten-
Subpopulationen in Vollblut. (A) Nach Ausschluss von Zell-Dubletten (B) erfolgte die Selektion CD45*
Leukozyten. (C) Myeloide Zellen wurden anhand der Expression von CD11b identifiziert. (D) Die Differenzierung
CD11b-exprimierender Zellen anhand der phanotypischen Marker Ly6G und Ly6C ermoglichte die Detektion
Neutrophiler Granulozyten, patrouillierender (Ly6C’) und inflammatorischer (Ly6C**) Monozyten. (E) Natirliche
Killer (NK)-Zellen wurden anhand der Expression von NK1.1 charakterisiert; (F) B-Zellen anhand des
CDA5*CD19*-Expressionsprofils. (G) CD3* T-Lymphozyten (H) wurden zusatzlich anhand der Marker CD8 und
CD4 in cytotoxische und T-Helfer-Zellen unterschieden.

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte in IBM SPSS Statistics, GraphPad
Prism und MedCalc®. Sofern nicht anders angegeben, sind kontinuierliche Daten in Form des
Medians [Interquartilbereich (IQR)], kategorische Variablen als Absolut- und Relativzahlen
dargestellt. Boxplots markieren den IQR, die Lange der Whiskers kennzeichnet das 95 %
Konfidenzintervall (KI) und Mittelwerte sind durch Kreuze gekennzeichnet; Balkendiagramme

reprasentieren Median und IQR;.

Alle Datensatze wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Da nicht alle einer
Normalverteilung folgten, wurden Gruppenvergleiche ausschlieBlich mittels nicht-parametrischer
Testverfahren durchgefiihrt. Davon ausgeschlossen sind Kurvenvergleiche, die mittels
mehrfaktorieller Varianzanalyse (2-Wege-ANOVA) analysiert wurden. Mittelwerte zweier Gruppen
wurden unter Annahme gleicher Varianzen mit Hilfe des zweiseitigen Mann-Whitney U- und Chi%-
Tests flr kontinuierliche bzw. kategorische Variablen miteinander verglichen. Der Vergleich zweier

verbundener Stichproben wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests durchgefiihrt.
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Mehrfachgruppenvergleiche erfolgten mittels nicht-parametrischen Kruskal-Wallis- und Friedman-
Test fur unverbundene bzw. verbundene Stichproben. P-Werte <0,05 wurden als statistisch
signifikant gewertet. Aufgrund der beobachteten Streuung wurden histologische Daten mittels
ROUT-Methode analysiert, um mogliche Ausreifer zu identifizieren (Motulsky und Brown 2006).

Diese wurden in der Analyse nicht berticksichtigt.

Auswertung klinischer Studienergebnisse

Die quantitative Veranderung von Leukozyten-Subpopulationen lber den perioperativen Verlauf
wurde mittels Friedman-Test fiir verbundene Stichproben bewertet. Zeigten diese nach Bonferroni-
Korrektur einen statistisch signifikanten Unterschied, wurden die postoperativen Werte der
jeweiligen Immunzellpopulation einzeln unter Anwendung des Dunn Post-hoc Tests mit ihrem
prdaoperativen Ausgangswert verglichen. Fehlende Werte wurden mittels Last-Observation-Carried
Forward-Methode imputiert. Um die prognostische Gilite des jeweiligen Risikoparameters zu
evaluieren, wurden Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurvenanalysen durchgefiihrt und mit
Hilfe der DeLong Methode einander gegeniibergestellt. Cut-offs wurden mittels Youden-Statistik
abgeleitet. Des Weiteren wurden Sensitivitat, Spezifitat, positive und negative pradiktive Werte
berechnet. Kaplan-Meier-Kurven wurden in Abhadngigkeit der praoperativen PSEP-Konzentration
erstellt und mittels Log-Rang (Mantel-Cox)-Test verglichen. Die Assoziation praoperativer
Risikoparameter mit dem Outcome wurde mittels uni- und multivariater logistischer
Regressionsmodelle bewertet. AbschlieRend wurden Net Reclassification Improvement (NRI)- und

Integrated Discrimination Improvement (IDI)-Analysen durchgefiihrt (Pencina et al. 2008)
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4. ERGEBNISSE

4.1 Klinische Studie: LeukoKAPE-1 - Leukozyten und kardiovaskuldre perioperative

Ereignisse 1

Zwischen August und Oktober 2016 wurden 44 Patienten gescreent. Vier Patienten konnten
aufgrund zutreffender Ausschlusskriterien nicht eingeschlossen werden; die Einwilligung verweigerte
kein Patient. Insgesamt wurden 40 KHK-Patienten rekrutiert. Wiederum zwei Patienten zogen ihre
Einwilligungserklarung im weiteren Verlauf der Studie zurick und wurden infolgedessen
ausgeschlossen. Zwei Patienten wurden vor der dritten postoperativen Visite entlassen, ein Patient
verlield bereits vor der zweiten postoperativen Visite das Krankenhaus. Das finale Analyse-Set setzte

sich aus 38 Patienten zusammen (Abb. 4.1).

Gescreente Patienten (n=44)

Ausgeschlossene Patienten (n=4)
- Verweigerung der Einverstandniserklarung (n=0)
- Fehlendes Einschlusskriterium
* Koronare Herzkrankheit (n=2)
- Zutreffendes Ausschlusskriterium
* Leukozytose (n=2)

Studieneinschluss (n=40)

Drop-out (n=2)
- Lost to follow-up (n=0)
- Zuriickziehen der Einverstandniserklarung (n=2)

Finales Analyse-Set (n=38)

Abbildung 4.1. Ubersicht des LeukoKAPE-1-Studienkollektivs.

4.1.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Demographische und klinische Basisdatencharakteristika sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Das mittlere
Alter der Gesamtstudienpopulation betrug 69 + SD 8 Jahre; 82 % der Patienten waren mannlich. Die
Mehrzahl der Patienten wies kardiovaskuldre Risikofaktoren auf und etwa drei Viertel des
Patientenkollektivs erlitt bereits frihere kardiovaskuldare Ereignisse. Entsprechend haufig war die

Einnahme kardiovaskuldrer Medikation.

Wahrend des 30-tdgigen Beobachtungszeitraums erlitten fiinf Patienten (13 %) ein perioperatives
kardiovaskulares Ereignis (kardiovaskuldrer Tod (n=0), Ml (n=3), Myokardischdamie (n=1), Schlaganfall
(n=1)). Beide Gruppen glichen sich weitestgehend im Hinblick klinischer Basisdaten. Patienten der

Endpunktgruppe (MACCE) wiesen im Schnitt jedoch ein héheres Niereninsuffizienzstadium auf und
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zeigten hohere Kreatinin-Werte. Die gesamte Studienpopulation wies vergleichsweise hohe
Konzentrationen der kardialen Biomarker hs-cTnT und NT-proBNP auf. Zudem wurden in MACCE-
Patienten deutlich héhere hs-cTnT- und NT-proBNP-Werte gemessen, was auf eine bereits
vorbestehende, fortgeschrittene Erkrankung der Koronararterien bzw. des Myokards im Vergleich zu

Patienten ohne MACCE hindeutete (Tab. 4.1).

Tabelle 4.1. Demographische und klinische Basisdaten der LeukoKAPE-1-Studienkohorte. Kontinuierliche
Variablen sind als Median [IQR] angegeben; kategorische Daten als Absolut- und Relativzahlen. Statistisch
signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen Patienten mit und ohne MACCE sind in Form von Fettdruck
hervorgehoben. ASA: Risikoklassifikation nach der American Society of Anesthesiologists, RCRI: Revised Cardiac
Risk Index, ESC/ESA: European Society of Cardiology/European Society of Anaesthesiology; KDIGO: Kidney
Disease Improving Global Outcomes, ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym, ADP: Adenosindiphosphat, RR:
Riva-Rocci, hs-cTnT: hoch-sensitives kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-B natriuretisches
Peptid.

Variable Studienkohorte MACCE kein MACCE p-Wert
n (%) 38 5(13) 33(87)
Alter (Jahren) 71 [63; 75] 79 [67; 83] 70 [63; 74] 0,095
mannlich, n (%) 31(82) 3 (60) 28 (85) 0,182
Body-Mass-Index (kg/m?) 27 [23; 32] 23 [20; 31] 27 [23; 33] 0,307
ASA, n (%)
ASA <2 6 (16) 0(0) 6 (18) 0,299
ASA 3 31(82) 5 (100) 26 (79) 0,254
ASA > 4 1(3) 0(0) 1(3) 0,693
RCRI, n (%)
RCRI 1 4(11) 1(20) 3(9) 0,459
RCRI 2 17 (45) 3 (60) 14 (42) 0,461
RCRI 3 15 (40) 1(20) 14 (42) 0,339
RCRI 4 2(5) 0(0) 2 (6) 0,572
ESC/ESA Operationsrisiko, n (%)
Geringes Risiko 3(8) 1(20) 2 (6) 0,281
Intermediares Risiko 17 (45) 1(20) 16 (49) 0,233
Hohes Risiko 18 (47) 3 (60) 15 (46) 0,544
Vorerkrankungen, n (%)
Arterieller Hypertonus 34 (90) 4 (80) 30(91) 0,459
Diabetes mellitus 7 (18) 1(20) 6 (18) 0,922
Niereninsuffizienz (KDIGO 2>3) 13 (34) 4 (80) 9(27) 0,021
Periphere arterielle Verschlusskrankheit 10 (26) 2 (40) 8(24) 0,456
Herzrhythmusstorungen 17 (45) 4 (80) 13 (39) 0,089
Schlaganfall 3(8) 0(0) 3(9) 0,482
Kardiale Dekompensation 1(3) 0(0) 1(3) 0,693
Koronare Herzkrankheit
Perkutane Koronarintervention 15 (40) 1(20) 14 (42) 0,339
Koronararterien-Bypass 8(21) 1(20) 7 (21) 0,951
Myokardinfarkt 17 (45) 2 (40) 15 (46) 0,819
Raucher, n (%)
aktiv 9 (24) 1(20) 8 (24) 0,835

aufgehért 15 (40) 2 (40) 13 (39) 0,979
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Medikation zum Studieneinschluss, n (%)

Beta-Blocker 27 (71) 4 (80) 23 (70) 0,636
ACE-Inhibitoren 18 (47) 4 (80) 14 (42) 0,117
Angiotensin Il Rezeptor-Blocker 10 (26) 0(0) 10 (30) 0,152
Calciumantagonisten 19 (50) 4 (80) 15 (46) 0,15
Diuretika 17 (45) 3 (60) 14 (42) 0,461
Statine 26 (68) 3 (60) 23 (70) 0,664
Aspirin 22 (58) 3 (60) 19 (58) 0,919
ADP-Rezeptorantagonisten 7 (18) 1(20) 6 (18) 0,922
Vitamin K-Antagonisten 5(13) 0(0) 5(15) 0,35
Neue orale Antikoagulanzien 4(11) 0(0) 4(12) 0,41
Préoperative Himodynamik®
RR sytolisch (mmHg) 146 [128; 166] 138 [82; 163] 150 [130; 169] 0,38
RR diastolisch (mmHg) 80 [59; 95] 56 [50; 96] 80 [62; 96] 0,428
Herzfrequenz (bpm) 65 [59; 80] 60 [49; 80] 65 [60; 81] 0,429
Prdoperative Laborparameter
hs-cTnT (ng/l) 13 [8; 19] 41 [23; 85] 11 [7,5; 18] 0,002
NT-proBNP (ng/l) 424 [106; 972] 5517 [1062; 15914] 252 [87; 700] 0,002
Kreatinin (mg/dl) 0,9[0,7;1,2] 2,5[1,0; 7,4] 0,9[0,7;1,1] 0,027
C-reaktives Protein® (mg/dl) 4.5[1,9; 15] 8,6 [1,9; 33] 4,6[1,9;12,7] 0,965
Hamoglobin (g/dl) 12 [10; 13] 10[9; 13] 12 [11; 13] 0,214

a) wahrend Andsthesieeinleitung bestimmt; b aus letzter praoperativer klinischer Routinemessung tibernommen; Werte
fehlen in n=4 Patienten

Die Wahl des Anasthesieverfahrens sowie der Anasthesie-begleitenden Medikation beeinflusst die
perioperative Immunantwort (Cruz et al. 2017). In beiden Gruppen wurden jedoch anteilig gleich
viele Patienten unter Allgemein-, Regional- bzw. Kombinationsanasthesie operiert. Ebenso glich sich
der Einsatz von Andasthetika und Opioiden zur Einleitung und Aufrechterhaltung der Anasthesie (Tab.

4.2).

Tabelle 4.2. Ubersicht verwendeter Anisthesieverfahren sowie Einsatz von Anisthetika und Opioiden zur
Einleitung und Aufrechterhaltung der Andsthesie. Angaben entsprechen Absolut- und Relativwerten.

Variable Studienkohorte MACCE kein MACCE p-Wert
Andsthesieverfahren, n (%)
Allgemeinanasthesie allein 26 (68) 4 (80) 22 (67) 0,550
Neuroaxial (spinal oder peridural) allein 4(11) 0(0) 4(12) 0,410
Allgemein- u. thorakale Periduralanasthesie 8(21) 1(20) 7 (21) 0,951
Andsthesie-Einleitung, n (%)
Opioide
Sufentanil 34 (89) 5 (100) 29 (88) 0,411
Sedativum
Propofol 32 (84) 4 (80) 28 (85) 0,782
Etomidat 2 (5) 1(20) 1(3) 0,113
Muskelrelaxanzien
Rocuronium 29 (76) 3 (60) 26 (29) 0,357
Cisatracurium 2 (5) 1(20) 1(3) 0,113

Atracurium 1(3) 0(0) 1(3) 0,693
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Aufrechterhaltung der Andsthesie, n (%)

Opioide
Sufentanil 33 (87) 5 (100) 28 (85) 0,350
Remifentanil 4 (11) 0(0) 28 (85) 0,411
Narkosegas
Sevofluran 25 (66) 5(100) 20 (61) 0,084
Desfluran 9 (24) 0(0) 9(27) 0,181

4.1.2 Perioperativer Anstieg von Gesamt-Leukozyten, klassischen und intermedidren Monozyten

Die Auswertung von Differentialblutbildern sowie der durchflusszytometrischen Analyse zeigte einen
perioperativen Anstieg von Leukozyten (p<0,0001) und Monozyten (p<0,0001) (Abb. 4.2A+C). Die
Zunahme der Gesamt-Monozytenzahl konnte auf einen Anstieg klassischer (p<0,0001) und
intermediarer Monozyten (p<0,0001) =zurickgefiihnrt werden (Abb. 4.2D+E). Nicht-klassische
Monozyten sanken hingegen (p<0,0038) (Abb. 4.2F). Fiir diese Populationen wurden postoperativ
gemessene Werte dem jeweiligen praoperativen Ausgangswert gegenibergestellt. Die Anzahl der
Gesamt-Leukozyten stieg sechs Stunden nach Hautschnitt um etwa 59 % im Vergleich zum
Ausgangswert (5,48 [3,90; 6,65] vs. 8,73 [6,94; 13,10] x10° Zellen/nl, p<0,0001). Dieser Effekt blieb
bis einschlieBlich des zweiten postoperativen Tages bestehen (p<0,0001) (Abb. 4.2A). Monozyten-
Werte stiegen ebenfalls innerhalb sechs Stunden nach Hautschnitt (p<0,05); die maximale Zunahme
gegeniber prdoperativer Ausgangswerte wurde am ersten postoperativen Tag detektiert (0,40 [0,30;
0,50] vs. 0,50 [0,38; 0,73] Zellen/nl, p<0,001) (Abb. 4.2C). Klassische Monozyten bilden die anteilig
grofite Monozyten-Population. Entsprechend folgte ihre perioperative Kinetik jener der Gesamt-
Monozyten. Der Anstieg klassischer Monozyten manifestierte sich sechs Stunden nach Hautschnitt
(p<0,01), erreichte am ersten postoperativen Tag seinen Hohepunkt (0,35 [0,23; 0,43] vs. 0,45 [0,31;
0,66] Zellen/nl, p<0,0001) und blieb bis einschlieBlich des zweiten postoperativen Tages bestehen
(p<0,001) (Abb. 4.2D). Die Zunahme intermedidrer Monozyten zeigte sich zeitlich versetzt am ersten
postoperativen Tag (0,02 [0,01; 0,02] vs. 0,04 [0,02; 0,04] Zellen/nl, p<0,001) (Abb. 4.2E). Die Anzahl
nicht-klassischer Monozyten sank sechs Stunden nach Hautschnitt um etwa 43 % (0,02 [0,01; 0,03]
vs. 0,01 [0; 0,02] Zellen/nl, p<0,01), kehrte jedoch innerhalb des ersten postoperativen Tages zum

Ausgangswert zuriick (Abb. 4.2F).

Lymphozyten (p=0,001) und cytotoxische T-Zellen (p=0,001) zeigten ebenfalls Verdnderungen im
perioperativen Verlauf, unterschieden sich jedoch nicht im Vergleich zu ihren praoperativen
Ausgangswerten (Abb. 4.2B+H). NK-Zellen (p=0,045), Tregs (p=0,0124), TH-Zellen (p=0,08) und TH-
Subtypen (TH1: p=0,867; TH2: p=0,068; TH17: p=0,549) blieben ohne signifikante Verdanderung (Abb.
4.2G+-M).
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Abbildung 4.2. Perioperativer Verlauf von Leukozyten-Subpopulationen in LeukoKAPE-1-Studienkohorte.
Leukozyten und Leukozyten-Subpopulationen wurden in 38 nicht-kardiochirurgischen KHK-Patienten zu fiinf
verschiedenen Zeitpunkten quantifiziert. Die quantitative Veranderung wurde mittels Friedman-Test beurteilt.
Populationen, die anhand des Friedman-Tests und nach Bonferroni-Korrektur signifikante Verdnderungen
aufwiesen (p<0,0038 (a<0,05/13); fett hervorgehoben), wurden mittels Dunn’s Post-hoc Test analysiert (ns:
nicht signifikant, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). Dafiir wurden postoperative Werte (grau)
dem jeweiligen prdoperativen Ausgangswert (weiB) gegenlibergestellt. (A) Leukozyten, (B) Lymphozyten, (C)
Gesamt-Monozyten, (D) klassische, (E) intermedidre und (F) nicht-klassische Monozyten, (G) natirliche Killer-
Zellen, (H) cytotoxische T-Zellen, (1) regulatorische T-Zellen, (J) T-Helfer-Zellen, (K) T-Helfer 1-, (L) T-Helfer 2-
und (M) T-Helfer 17-Zellen. Pra-OP: praoperativ, POD: postoperativer Tag, CD: cluster of differentiation.

Die beobachtete Kinetik als mogliche Reaktion auf den operativen Eingriff stellte ein spezifisches
Phdanomen dar, welches sich auf einzelne Zellpopulationen beschrankte. Hohe Leukozyten, Gesamt-

Monozyten, klassische und intermediare Monozyten sowie niedrige nicht-klassische Monozyten-
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Werte wurden in prospektiven kardiologischen Langzeitstudien mit einem erhéhten
kardiovaskularen Risiko assoziiert (vgl. 1.3). Als Reaktion auf den operativen Eingriff entwickelte die

Kohorte eine Tendenz in Richtung eines hoheren kardiovaskularen Risikoprofils.

4.1.3 Perioperative Reduktion der HLA-DR-Expression auf Monozyten

Die Quantifizierung von HLA-DR-Rezeptoren auf zirkulierenden Monozyten gilt als valider Marker zur
Beurteilung des Funktionszustandes des Immunsystems (Docke et al. 2005). Als Reaktion auf den
operativen Eingriff nahm die monozytare HLA-DR-Expression im Vergleich zum praoperativen Wert
und unabhangig des Monozyten-Subtyps ab (p<0,0001). In klassischen (6520 [4029; 8731] vs. 3598
[2579; 5473] MFI, p<0,0001) und nicht-klassischen Monozyten (19703 [10383; 27764] vs. 8100 [3670;
17745] MFI, p<0,0001) manifestierte sich die Reduktion sechs Stunden nach Hautschnitt; in
intermedidaren Monozyten bereits zwei Stunden nach OP-Beginn (36775 [19443; 56909] vs. 27365
[12628; 47387] MFI, p<0,05). Die verminderte HLA-DR-Expression blieb bis einschlieflich des zweiten
postoperativen Tages bestehen (Abb. 4.3A-D), was auf eine eingeschriankte Immunfunktion als

mogliche Reaktion auf das operative Trauma hindeutete.

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass der Anteil HLA-DR-exprimierender Lymphozyten in Patienten
mit fortgeschrittener Atherosklerose im Vergleich zu gesunden Individuen erhoht ist (Neri Serneri et
al. 1997). Als Reaktion auf den operativen Eingriff verdnderte sich die HLA-DR-Expression von

cytotoxischen (p=0,094) und T-Helfer-Zellen (p=0,151) jedoch nicht (Abb. 4.3E+F).
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Abbildung 4.3. Perioperative HLA-DR-Expression von Monozyten und T-Lymphozyten in LeukoKAPE-1
Kohorte (n=38). Die HLA-DR-Expression wurde durchflusszytometrisch auf Monozyten, cytotoxischen T-Zellen
und T-Helfer-Zellen bestimmt, in Form des geometrischen Mittelwertes der mittleren Fluoreszenzintensitat
abziglich der Isotypkontrolle erfasst und mittels Friedman-Test Uber den zeitlichen Verlauf beurteilt.
Populationen, deren HLA-DR-Expression nach Bonferroni-Korrektur signifikante Veranderungen aufwiesen
(p<0,008 (0<0,05/6), wurden mittels Dunn’s Post-hoc Test analysiert (ns: nicht signifikant, *p<0,05,
****p<0,0001). Daflr wurden postoperative Werte (grau) ihrem prdoperativen Ausgangswert (weild)
gegenibergestellt. (A) HLA-DR-Expression von Gesamt-Monozyten, (B) klassischen Monozyten, (C)
intermedidren Monozyten, (D) nicht-klassischen Monozyten, (E) cytotoxischen T-Zellen und (F) T-Helfer Zellen.
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Pra-OP: prdoperativ, POD: postoperativer Tag, HLA-DR: humanes Leukozyten-Antigen DR, MFI: mittlere
Fluoreszenzintensitét.

4.1.4 Perioperativer Anstieg klassischer Monozyten in Patienten mit MACCE

Patienten der LeukoKAPE-1-Kohorte zeigten unter dem Einfluss des operativen Eingriffes eine
guantitative Veranderung der Monozyten-Werte. Um die perioperative Kinetik monozytarer
Subpopulationen in Assoziation mit perioperativen kardiovaskularen Komplikationen zu
charakterisieren, wurden Studienteilnehmer anhand des primaren Endpunktes MACCE stratifiziert.
Delta (A)-Werte, die die Verdnderung zwischen prdoperativen und am ersten postoperativen Tag
erhobenen Monozyten-Werte darstellen, wurden einander gegeniibergestellt. Patienten, die den
primadren Endpunkt MACCE nicht erreichten, zeigten einen deutlich starkeren Anstieg der klassischen
Monozyten im Vergleich zu MACCE-Patienten (0,18 [0,08; 0,29] vs. 0,08 [-0,16; 0,08] Zellen/nl,
p=0,016). Hingegen unterschieden sich Alntermediare- (p=0,093) und ANicht-klassische Monozyten-
Werte (p>0,999) zwischen den beiden Patientengruppen nicht (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4. Delta (A)-Monozyten-Werte in nicht-kardiochirurgischen Patienten mit und ohne MACCE.
A-Werte reprasentieren die Veranderung zwischen prdoperativen und am postoperativen Tag 1 gemessenen
Werten der jeweiligen Monozyten-Subpopulation. Patienten wurden anhand des primaren Endpunktes MACCE
(n=5, grau) versus kein MACCE (n=33, weiB) stratifiziert. Gruppenvergleiche wurden mittels Mann-Whitney U-
Test durchgefiihrt und nach Bonferroni fiir multiples Testen korrigiert. Statistisch signifikante Unterschiede
(p<0,0167 (0<0,05/3)) sind in Form von Fettdruck hervorgehoben. (A) AKlassische Monozyten, (B)
Alntermedidre Monozyten und (C) ANicht-klassische Monozyten. MACCE: major adverse cardiovascular and
cerebrovascular event, CD: cluster of differentiation. Abbildung selbst erstellt nach Handke et al 2019.

4.1.5 Assoziation von Presepsin mit kardiovaskuldren Ereignissen nach nicht-kardiochirurgischen

Operationen

Kommt es zur Aktivierung klassischer Monozyten, differenzieren diese lber intermediare hin zu
nicht-klassische Monozyten (Patel et al. 2017). Dieser Prozess wird von der Freisetzung und
Prozessierung von CD14 zu PSEP (sCD14-ST) begleitet. PSEP gilt aus diesem Grund als monozytarer
Aktivierungsmarker (Shive et al. 2015). Wie unter 4.1.2 ausgefiihrt, war ein operativer Eingriff mit
einer rapiden Zunahme klassischer Monozyten assoziiert, gefolgt vom Anstieg intermediarer

Monozyten am ersten postoperativen Tag. Nicht-klassische Monozyten sanken hingegen kurzzeitig
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(Abb. 4.2). Um zu analysieren, ob die beobachtete perioperative Kinetik monozytarer Subtypen auf

die Aktivierung klassischer Monozyten zurlickzufiihren ist, wurde PSEP zu allen fiinf Zeitpunkten

post-hoc bestimmt.

Die mediane PSEP-Konzentration stieg kontinuierlich bis zum zweiten postoperativen Tag (133 [87,8;
268] vs. 390 [286; 693] pg/ml, p<0,0001) beginnend sechs Stunden nach Hautschnitt (Abb. 4.5A).
Stratifizierte man die Patienten anhand des primaren Endpunktes, zeigten MACCE-Patienten einen
starkeren Anstieg (APresepsin) der PSEP-Konzentration (942 [408; 1547] vs. 147 [101; 133] pg/ml,
p=0,002) am ersten postoperativen Tag (Abb. 4.5B). Zudem wiesen MACCE-Patienten bereits
prdaoperativ deutlich héhere PSEP-Werte auf, verglichen mit Patienten, die den primaren Endpunkt

nicht erreichten (1528 [406; 1897] vs. 123 [82,2; 174] pg/ml, p=0,0001; Abb. 4.5C).
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Abbildung 4.5. Presepsin-Plasmakonzentration im perioperativen Verlauf und in Assoziation mit MACCE.
Presepsin (PSEP) wurde in 38 nicht-kardiochirurgischen KHK-Patienten zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten aus
Heparin-Plasma bestimmt. (A) Die Konzentrationsdnderung liber den zeitlichen Verlauf wurde mittels
Friedman-Test gefolgt von Dunn‘s Post-hoc Test analysiert (ns: nicht signifikant, ****p<0,0001). Dafiir wurden
postoperative Werte (grau) ihrem praoperativen Ausgangswert (weiB) gegeniibergestellt. (B) APresepsin und
(C) préoperative PSEP-Werte von Patienten mit MACCE (n=5, grau) und ohne MACCE (n=33, weill) wurden
mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test verglichen; p<0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. (D)
ROC-Kurven-Analyse zur Beurteilung der prognostischen Glite von praoperativem Presepsin flir MACCE. (E) Die
Assoziation von prioperativem PSEP >184 pg/ml mit MACCE und sekundiren Endpunkten wurde mittels Chi?-
Test untersucht. AUC: Flache unter der Kurve, MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular
events, MINS: myocardial injury after non-cardiac surgery, pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit, OR:
odds ratio, KI: Konfidenzintervall. Abbildung selbst erstellt nach Handke et al. 2019.

Der beobachtete perioperative PSEP-Anstieg suggerierte eine durch den operativen Eingriff
induzierte klassische Monozyten-Aktivierung. Dass MACCE-Patienten auch praoperativ erhohte PSEP-
Werte aufwiesen, konnte zudem auf einen prdoperativ vorbestehenden, verstarkt inflammatorische

Pradisposition des Patienten deuten. Ob prdoperatives PSEP einen pradiktiven Nutzen fir
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kardiovaskulare Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen hat, wird im Folgenden

untersucht.

Die ROC-Kurven-Analyse bestatigte eine gute Trennscharfe von prdoperativen PSEP fir die
Vorhersage von MACCE (AUC=0,96 [0,85; 1,00], p=0,001, Abb. 4.5D). Der mittels Youden-Statistik
abgeleitete Cut-off mit der hochsten Trennschéarfe lag bei 184 pg/ml, erreichte eine Sensitivitat von
100 % und eine Spezifitat von 82 %. Positive und negative Pradiktionswerte lagen bei 45 und 100 %,
die Vorhersagegenauigkeit betrug 84 %. Praoperatives PSEP >184 pg/ml war mit dem Auftreten des
zusammengesetzten primaren Endpunktes MACCE (OR=47 [2,3; 952], p=0,0002), Ml (OR=23 [1,1;
484], p=0,005) und MINS (OR=6,1 [1,3; 28], p=0,015) assoziiert. Eine Assoziation zwischen

praoperativem PSEP >184 pg/ml und anderen sekundaren Endpunkten bestand nicht (Abb. 4.5E).

4.1.6 Praoperatives Presepsin verbessert die perioperative kardiovaskuldre Risikopradiktion in

LeukoKAPE-1 Kohorte

Um zu bewerten, ob praoperatives PSEP einen additiven Nutzen zur perioperativen kardiovaskularen
Risikopradiktion hat, wurde PSEP konventionellen Risikopradiktoren gegeniibergestellt. Gangige
Modelle zur praoperativen Einschatzung des kardiovaskuldaren Risikos umfassen den RCRI sowie die
Konzentrationsbestimmung der kardialen Biomarker hs-cTnT und NT-proBNP. Die Kombination

dieser drei Variablen wird im Folgenden als Referenzmodell bezeichnet.

Tabelle 4.3. C-Statistik von praoperativem Presepsin, RCRI und kardialen Biomarkern in Abhdngigkeit von
perioperativem MACCE in LeukoKAPE-1 Kohorte (n=38). Fir jedes Pradiktionsmodell wurde die vorhergesagte
Wabhrscheinlichkeit fir ein kardiovaskuldres Ereignis nach nicht-kardiochirurgischer Operation mittels
logistischer Regression berechnet und die Flache unter der Kurve (AUC) bestimmt. Presepsin wurde als bindre
Variable (>184 pg/ml), RCRI als ordinale Variable (1-6) und kardiale Biomarker als metrische Variable
beriicksichtigt. Statistische Signifikanz ist in Form von Fettdruck hervorgehoben. RCRI: Revised cardiac risk
index, hs-cTnT: hoch-sensitives kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid,
KI: Konfidenzintervall

Pradiktionsmodell AUC [95 % KI] p-Wert
Presepsin (binar, >184 pg/ml) 0,91 [0,82; 1,00] 0,004
Risikoprddiktion auf Basis des RCRIs
RCRI 0,66 [0,42; 0,91] 0,244
Risikoprddiktion auf Basis des RCRIs in Kombination mit einem
Biomarker
RCRI + hs-cTnT 0,91 [0,79; 1,00] 0,003
RCRI + NT-proBNP 0,84 [0,61; 1,00] 0,119
RCRI + Presepsin 0,95 [0,88; 1,00] 0,001
Risikoprddiktion auf Basis des RCRIs in Kombination mit zwei
Biomarkern
RCRI + hs-cTnT + NT-proBNP (Referenzmodell) 0,93 [0,84; 1,00] 0,002
RCRI + hs-TnT + Presepsin 0,99 [0,95; 1,00] 0,001

RCRI + NT-proBNP + Presepsin 0,97 [0,91; 1,00] 0,001
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Referenzmodell plus Presepsin

RCRI + hs-cTnT + NT-proBNP + Presepsin 0,99 [0,96; 1,00] 0,001

Die prognostische Gite des RCRIs wies eine schwache Trennscharfe fiir MACCE nach nicht-

kardiochirurgischen Operationen auf (AUC=0,66 [0,42; 0,91], p=0,244). Diese wurde durch

Kombination mit hs-cTnT (AUC=0,91 [0,79; 1,00], p=0,003; AAUC=0,25 [0,01; 0,49], p=0,043) und
PSEP (AUC=0,95 [0,88; 1,00], p=0,004; AAUC=0,29 [0,08; 0,49], p=0,006) verbessert (Abb. 4.6A). Die
Kombination von RCRI und NT-proBNP (0,84 [0,61; 1,00], p=0,119) resultierte in einer moderaten,
jedoch nicht signifikanten diskriminativen Fahigkeit flir MACCE. Das Referenzmodell erreichte mit
einer AUC von 0,93 [0,84; 1,00] (p=0,002) bereits eine sehr hohe prognostische Glite, welche unter
Einbezug des prdoperativen PSEP Cut-offs nicht signifikant gesteigert werden konnte (AAUC=0,05

[-0,03; 0,14], p=0,194), jedoch eine AUC=0,99 [0,96; 1] (p=0,001) erreichte (Tab. 4.3, Abb. 4.6B).
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Abbildung 4.6. ROC-Kurven-Vergleiche zur Beurteilung des additiven Nutzens von praoperativem Presepsin
(PSEP) >184 pg/ml fir die Vorhersage von perioperativem MACCE. Presepsin wurde in 38 nicht-
kardiochirurgischen KHK-Patienten praoperativ quantifiziert und anhand des primaren Endpunktes MACCE
(n=5) versus kein MACCE (n=33) stratifiziert. ROC-Kurven von (A) RCRI versus RCRI plus PSEP und (B)
Referenzmodell versus Referenzmodell plus PSEP wurden mit Hilfe der Delong-Methode miteinander
verglichen. RCRI: Revised Cardiac Risk Index; MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular event.

Wertes von praoperativem PSEP wurden

Zur weiteren Evaluation des inkrementellen

Reklassifizierungsanalysen in Form von NRI und IDI herangezogen. Zur Berechnung des NRI wurden
Patienten mit und ohne Ereignis entsprechend ihres vorhergesagten Risikos basierend auf dem

Referenzmodell in vordefinierte Risikokategorien klassifiziert. Diese Zuordnung wird anschlielRend

der Klassifizierung basierend auf dem erweiterten Modell (Referenzmodell plus PSEP)

gegenlibergestellt und statistisch miteinander verglichen. Die Berechnung des IDI basiert hingegen

auf dem Vergleich der mittleren prognostizierten MACCE-Wahrscheinlichkeit beider Modelle und

verzichtet auf die Einordnung in Risikokategorien.

Die Kombination des Referenzmodells mit praoperativem PSEP >184 pg/ml verbesserte die

Vorhersagegenauigkeit flir perioperative kardiovaskuldre Ereignisse (NRlgesamt=1,22, p=0,002)
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insbesondere durch die Reduktion falsch-positiv identifizierter Patienten (NRlein macce=0,82,
p<0,0001). Die IDI-Analyse bestatigte eine verbesserte Vorhersagegenauigkeit kardiovaskuldrer
Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen unter Berlcksichtigung der praoperativen

PSEP-Konzentration (IDI=0,31, p=0,027) (Abb. 4.7).

Referenzmodell Referenzmodell
(RCRI, hs-cTnT, plus Presepsin (>184 pg/ml) Gesamt-
NT-proBNP) <1% >1-10% >10-20% >20% NRI NRI IDI

MACCE-Patienten (n=5)

<1% 0 0 0 0
21-10% 0 0 0 2 04
p=0,157
>10-20% 0 0 0 0
>20% 0 0 0 3
1,22 0,31
Patienten ohne MACCE (n=33) p=0,0002 p=0,027
<1% 0 0 0 0
>1-10% 25 2 0 2 0,82
p<0,0001
>10-20% 1 0 0
>20% 2 1 0 0

Abbildung 4.7. Net Reclassification Improvement (NRI)- und Integrated Discrimination Improvement (IDI)-
Analyse zur Beurteilung des additiven Nutzens von prioperativem Presepsin (PSEP) >184 pg/ml fiir die
Vorhersage von perioperativem MACCE. Patienten mit (n=5) und ohne MACCE (n=33) wurden anhand des
Referenzmodells in vier Risikokategorien (<1 %, 21-10 %, >10-20 % und >20 %) eingeordnet (Zeilen). Es folgte
die erneute Klassifizierung anhand des Referenzmodells und zusétzlicher Beriicksichtigung praoperativer PSEP-
Werte (Spalten). Korrekt reklassifizierte Patienten in blau; inkorrekt reklassifizierte Patienten in grau. MACCE:
major adverse cardiovascular and cerebrovascular event, RCRI: Revised Cardiac Risk Index, hs-TnT: hoch-
sensitives kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid.

Diese Ergebnisse wurden in einer post-hoc Analyse der unabhdngigen LeukoKAPE-2 Kohorte

verifiziert (vgl. Abschnitt 4.2).

4.1.7 Praoperativ niedrige Treg-Level in Patienten mit perioperativem MACCE

Perioperativ konnte fiir einzelne Leukozyten-Subpopulationen eine quantitative Veranderung in
Richtung eines hoheren kardiovaskularen Risikoprofils gezeigt werden (vgl. 4.1.2). Im Folgenden wird
untersucht, ob sich Patienten mit und ohne perioperative kardiovaskuldare Komplikationen bereits

praoperativ hinsichtlich ihres Leukozyten-Profils unterschieden.

Unter allen analysierten Zellpopulationen unterschieden sich Patienten mit und ohne Endpunkt
lediglich in der Anzahl praoperativer Tregs. Verglichen mit Studienteilnehmern, die den 30-tagigen

Beobachtungszeitraum ohne kardiovaskuldare Komplikationen Uberstanden, wiesen Patienten mit
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kardiovaskularem Ereignis prdoperativ etwa 40 % niedrigere Treg-Level auf (0,022 [0,006; 0,025] vs.
0,038 [0,033; 0,052] Zellen/nl, p=0,0013) (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8. Prdoperative Anzahl leukozytdarer Subpopulationen in Patienten mit und ohne MACCE.
Leukozyten und Leukozyten-Subpopulationen wurden in 38 nicht-kardiochirurgischen KHK-Patienten
praoperativ quantifiziert und anhand des primaren Endpunktes MACCE (n=5, grau) versus kein MACCE (n=33,
weild) stratifiziert. Gruppenvergleiche erfolgten mittels Mann-Whitney U-Test und wurden gemaR Bonferroni
korrigiert. P-Werte <0,0038 (a<0,05/13) wurden als statistisch signifikant betrachtet und sind in Form von
Fettdruck hervorgehoben. MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular event; CD: cluster of
differentiation.

Die ROC-Kurven-Analyse legte eine hohe Trennscharfe praoperativer Treg-Level fiir MACCE nach
nicht-kardiochirurgischen Operationen offen (AUC=0,92 [0,82; 1,00], p=0,003) (Abb. 4.9A). Der
Trennwert mit der hdchsten Sensitivitdt (100 %) und Spezifitat (85 %) lag gemall Youden-Index bei
0,027 Tregs/nl. Praoperative Treg-Level <0,027 Zellen/nl waren mit der Inzidenz des priméaren
Endpunktes MACCE (OR=57 [2,7; 1186], p<0,0001) sowie eines perioperativen Mls (OR=27 [1,2; 573],

p=0,003), jedoch nicht mit anderen sekundaren Endpunkten assoziiert (Abb. 4.9B).



-72 - 4. Ergebnisse

B
1001 .Anzahl OR p-Wert
Patienten (%) [95% Kl]

804 MACCE k * | 5(13) 57[2,7; 1186] <0,0001
_5‘\‘; Myokardinﬂfar?t ; * 1 3(8) 27[1,2;573] 0,0025
£ 604 Ischamie I * { 1(3) 9[0,3; 240] 0,0899
2 Schlaganfall - | 1(3) 9[0,3; 240 0,0899
& 404 MINS & 3(8) 68(0,5:84]  0,0982
0, pAVK ' ° | 1(3) 9[0,3;240]  0,0899
204 Vorhofflimmern i 1(3) 0,9(0; 23] 0,5448
akutes Nierenversagen ————— 7(18) 26(05;14] 02712
5 p=0,0031 Gesamtmortalitat ———e— i 3(8) 7.7106;98] 00746

T T T T | ! v : . ,

0 20 40 60 80 100 0.1 1 10 100 1000 10000
100% - Spezifitat% Odds ratio [95% Konfidenzinterval]

Abbildung 4.9. Diskriminative Fahigkeit und Assoziation praoperativer Treg-Level fiir MACCE nach nicht-
kardiochirurgischen Operationen. Regulatorische T-Zellen (Tregs) wurden in 38 nicht-kardiochirurgischen KHK-
Patienten praoperativ quantifiziert und anhand des primaren Endpunktes MACCE (n=5) versus kein MACCE
(n=33) stratifiziert. (A) ROC-Kurven-Analyse zur Beurteilung der Trennschéarfe von praoperativen Treg-Leveln flr
MACCE. (B) Die Assoziation von Tregs <0,027 Zellen/nl mit MACCE und sekundaren Endpunkten wurde mittels
Chi-Test untersucht. AUC: Fliche unter der Kurve, MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular
events, MINS: myocardial injury after non-cardiac surgery, pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit, OR:
odds ratio, KI: Konfidenzintervall.

Der in der LeukoKAPE-1 Studie abgeleitete Treg-Cut-off zur Vorhersage kardiovaskularer
Komplikationen nach nicht-kardiochirurgischen Eingriffen wurde prospektiv in der unabhdngigen
LeukoKAPE-2-Kohorte unter meiner Beteiligung validiert und gemeinsam von A. S. Scholz und mir in

geteilter Erstautorenschaft publiziert (Scholz et al. 2020).

Ob dem beobachteten Effekt zwischen praoperativ reduziertem Treg-Level und dem Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse ein kausaler Zusammenhang zugrunde liegt, wurde im perioperativen

Tiermodell untersucht (vgl. 4.3).

4.2 Post-hoc Analyse: LeukoKAPE-2 - Leukozyten und kardiovaskuldre perioperative

Ereignisse 2

Die post-hoc Analyse diente der Validierung des in der LeukoKAPE-1 Studie abgeleiteten
praoperativen PSEP Cut-offs von >184 pg/ml zur Pradiktion kardiovaskulirer Ereignisse nach nicht-
kardiochirurgischen Operationen. Sie umfasste alle Patienten der prospektiven LeukoKAPE-2 Studie,
die die Validierung praoperativer Treg-Level fiir die Vorhersage von perioperativem MACCE zum Ziel

hatte (Scholz et al. 2020).

Zwischen April und November 2017 konnten von 295 gescreenten Patienten 233 Studienteilnehmer
erfolgreich rekrutiert werden. Insgesamt 62 Patienten wurden aufgrund der Verweigerung der
Einverstandniserklarung (n=19), fehlender Einschlusskriterien (n=19), zutreffender
Ausschlusskriterien (n=23) oder vorherigem Studieneinschluss (n=1) nicht in die Studie
eingeschlossen. Im Nachhinein wurden wiederum elf Patienten ausgeschlossen, da sie ihr
Einverstandnis zurlickzogen (n=7), der operative Eingriff abgesagt (n=2) oder nachtraglich

Ausschlusskriterien festgestellt wurden (n=2). Das finale Set der post-hoc Analyse setzte sich aus 222
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KHK-Patienten, die sich einem nicht-kardiochirurgischen Eingriff unterzogen, zusammen (Abb. 4.10).
Abweichungen gegenliber der prospektiven LeukoKAPE-2 Analyse (n=220) sind auf den Ausschluss
zweier weiterer Patienten zuriickzufiihren. Dies resultierte aus technischen Schwierigkeiten bei der

durchflusszytometrischen Messung, der fiir die hier prasentierte Analyse keine Relevanz zukam.

Gescreente Patienten (n=295)

Ausgeschlossene Patienten (n=62)

- Verweigerung der Einverstandniserklarung (n=19)
- Fehlendes Einschlusskriterium (n=19)

- Zutreffendes Ausschlusskriterium (n=23)

- Vorheriger Studieneinschluss

Studieneinschluss (n=233)

Drop-out (n=11)

- Lost to follow-up (n=0)

- Zurlckziehen der Einverstandniserklarung (n=7)
- Absage der Operation (n=2)

- Zutreffendes Ausschlusskriterium (n=2)

Finales Analyse-Set (n=222)

Abbildung 4.10. Ubersicht des zur post-hoc Analyse herangezogenen LeukoKAPE-2
Studienkollektivs. Abbildung selbst erstellt nach Handke et al. 2020 (Supplement).

4.2.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

In Tabelle 4.4 sind demographische und klinische Basisdatencharakteristika des gesamten Analyse-
Sets sowie der nach MACCE stratifizierten Patienten dargestellt. Wie in LeukoKAPE-1 betrug das
mittlere Alter der Kohorte 69 + SD 8 Jahre, 80 % der Patienten waren mannlich und die Pravalenz

kardiovaskularer Risikofaktoren sowie friherer kardiovaskularer Ereignisse war hoch (Tab. 4.4).

Wahrend des 30-tdgigen Beobachtungszeitraumes erreichten 23 (10 %) Patienten den priméaren
Endpunkt MACCE. Darunter erlitten 15 Patienten einen M, 15 eine Myokardischamie und ein Patient
einen Schlaganfall. Kein Studienteilnehmer starb aufgrund kardiovaskularer Ursachen. Etwa 91 % der
beobachteten kardiovaskuldren Ereignisse traten innerhalb der ersten drei Tage postoperativ auf.
Acht (4 %) Patienten erlitten mehr als eine Entitdt des zusammengesetzten primadren Endpunktes
MACCE. Die Basisdatencharakteristika glichen sich weitestgehend zwischen Patienten mit und ohne
Endpunkt. MACCE-Patienten wiesen lediglich hohere praoperative hs-cTnT-Werte auf; NT-proBNP-

Werte unterschieden sich hingegen nicht (Tab. 4.4).

Verglichen mit LeukoKAPE-1 dhnelten sich die Kollektive in der Haufigkeit des primaren Endpunktes
sowie hinsichtlich demographischer und klinischer Basisdaten. Patienten des post-hoc Analyse-Sets

aus LeukoKAPE-2 tendierten jedoch zu geringfiigig hoheren RCRIs, wiesen hohere CRP-Werte auf,
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litten im Schnitt haufiger an Diabetes mellitus und anteilig mehr Patienten nahmen Aspirin ein.
Zudem litten anteilig weniger MACCE-Patienten der LeukoKAPE-2 Analyse an chronischer

Niereninsuffizienz (KDIGO >3) (Tab. 4.1 + Tab. 4.4).

Tabelle 4.4. Demographische und klinische Basisdaten des post-hoc Analyse-Sets der LeukoKAPE-2
Studienkohorte (n=222). Kontinuierliche Variablen sind als Median [IQR] angegeben; kategorische Daten als
Absolut- und Relativzahlen. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen Patienten mit und ohne
MACCE sind in Form von Fettdruck hervorgehoben. BMI: body mass index, ASA: Risikoklassifikation nach der
American Society of Anesthesiologists, RCRI: Revised Cardiac Risk Index, ESC/ESA: European Society of
Cardiology/European Society of Anaesthesiology; KDIGO: Kidney Disease Improving Global Outcomes, ACE:
Angiotensin-konvertierendes Enzym, ADP: Adenosindiphosphat, RR: Riva-Rocci, hs-cTnT: hoch-sensitives
kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-B natriuretisches Peptid. Tabelle selbst erstellt nach Handke
et al. 2020.

Variable Studienkohorte MACCE kein MACCE p-Wert
n (%) 222 (100) 23(10) 199 (90)
Alter (Jahren) 69 [64; 75] 73 [68; 77] 69 [63; 75] 0,101
mannlich, n (%) 177 (80) 21(91) 156 (78) 0,145
BMI (kg/m?) 27 [24; 29] 26 [24; 27] 27 [24; 30] 0,269
ASA, n (%)
ASA <2 25 (11) 0(0) 25 (13) 0,071
ASA 3 189 (85) 22 (96) 167 (84) 0,134
ASA > 4 8 (4) 1(4) 7 (4) 0,840
RCRI, n (%)
RCRI 1 48 (22) 4(17) 44 (22) 0,603
RCRI 2 119 (54) 14 (61) 105 (53) 0,461
RCRI 3 43 (19) 4(17) 39 (20) 0,800
RCRI 4 12 (5) 1(4) 11 (6) 0,813
ESC/ESA Operationsrisiko, n (%)
Geringes Risiko 20 (9) 4(17) 16 (8) 0,138
Intermediares Risiko 110 (50) 7 (30) 103 (52) 0,053
Hohes Risiko 92 (41) 12 (52) 80 (40) 0,270
Vorerkrankungen, n (%)
Arterieller Hypertonus 209 (94) 22 (96) 187 (94) 0,745
Diabetes mellitus 74 (33) 9(39) 65 (33) 0,533
Niereninsuffizienz (KDIGO 2>3) 49 (22) 6 (26) 43 (22) 0,624
Periphere arterielle 69 (31) 7 (30) 62 (31) 0,944
Herzrhythmusstérungen 37 (17) 7 (30) 30 (15) 0,061
Schlaganfall 21 (10) 0(0) 21 (11) 0,102
Kardiale Dekompensation 4(2) 0(0) 4(2) 0,493
Koronare Herzkrankheit
Perkutane Koronarintervention 114 (51) 12 (52) 102 (51) 0,934
Koronararterien-Bypass 50 (23) 7 (30) 22 (11) 0,337
Myokardinfarkt 84 (38) 11 (48) 73 (37) 0,297
Raucher, n (%)
aktiv 51 (23) 4(17) 47 (24) 0,502
aufgehort 70 (32) 7 (30) 63 (32) 0,905
Medikation zum Studieneinschluss, n
Beta-Blocker 166 (75) 18 (78) 148 (74) 0,684

ACE-Inhibitoren 113 (51) 12 (52) 101 (51) 0,897
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Angiotensin Il Rezeptor-Blocker 73 (33) 7 (30) 66 (33) 0,792
Calciumantagonisten 69 (31) 6 (26) 63 (32) 0,585
Diuretika 104 (47) 11 (48) 93 (47) 0,921
Statine 175 (79) 16 (70) 159 (80) 0,251
Aspirin 163 (73) 14 (61) 149 (75) 0,150
ADP-Rezeptorantagonisten 37 (17) 3(13) 34 (17) 0,622
Vitamin K-Antagonisten 21 (10) 3(13) 18 (9) 0,535
Neue orale Antikoagulanzien 36 (16) 5(22) 31 (16) 0,448
Préoperative Himodynamik®
RR sytolisch (mmHg) 150 [140; 165] 140 [130; 160] 150 [140; 165] 0,206
RR diastolisch (mmHg) 80 [70; 90] 80 [65; 85] 80 [70; 90] 0,335
Herzfrequenz (bpm) 70 [60; 80] 70 [60; 80] 70 [60; 80] 0,875
Prdoperative Laborparameter
Hs-cTnT (ng/l) 13 [8; 22] 16 [14; 34] 12 [7; 21] 0,018
NT-proBNP (ng/l) 280([127;1144] 4201(123;1735] 271[127;1056] 0,187
Kreatinin® (mg/dl) 0,91[0,8; 1,1] 0,91[0,8; 1,2] 0,91[0,8; 1,1] 0,952
C-reaktives Protein® 9 (mg/dl) 3,0[1,9; 11] 4,6 [1,9; 8,7] 2,7 [1,9; 11] 0,865
Leukozyten (x10%/1) 6,1(5,0; 7,3] 5,8 [4,4; 6,6] 6,1 [5,0; 7,5] 0,077
Hamoglobin (g/dl) 12,4 (11,1;13,4] 11,9[11,5;13,0] 11,0[12,5;13,4] 0,548

a) wahrend Anésthesieeinleitung bestimmt; ) aus letzter praoperativer klinischer Routinemessung tGibernommen; < Werte
aus b fehlten in n=31 Patienten und wurden post-hoc aus Lithium-Heparin-Plasma bestimmt

MACCE-Patienten wurden im Schnitt haufiger in Kombinationsanasthesie operiert. Der Einsatz von
Anasthetika und Opioiden zur Einleitung und Aufrechterhaltung der Anasthesie wurde in LeukoKAPE-

2 hingegen nicht dokumentiert (Tab. 4.5).

Tabelle 4.5. Ubersicht verwendeter Anisthesieverfahren. Angaben entsprechen Absolut- und Relativwerten.

Andsthesieverfahren, n (%) Studienkohorte MACCE kein MACCE p-Wert
Allgemeinanasthesie allein 132 (59) 10 (44) 122 (61) 0,099
Neuroaxial (spinal oder peridural) allein 6 (3) 1(4) 5(3) 0,607
Allgemein- u. thorakale Periduralanadsthesie 56 (25) 10 (44) 46 (23) 0,033
Spinal- und Epiduralandsthesie 11 (5) 0(0) 11 (6) 0,247
Analgosedierung allein 17 (8) 2(9) 15 (8) 0,843

4.2.2 Praoperativ erhéhtes Presepsin in Patienten mit MACCE

Im gesamten Analyse-Set stieg die mediane PSEP-Konzentration von 162 [103; 274] pg/ml
praoperativ auf 291 [200; 468] pg/ml am ersten postoperativen Tag (p<0,0001; Abb. 4.11A).
Stratifizierte man die Patienten anhand des primaren Endpunktes, wiesen Patienten mit
kardiovaskuldarem Ereignis praoperativ hohere PSEP-Werte auf (212 [163; 358] vs. 156 [102;
273] pg/ml, p=0,023; Abb. 4.11B). Am ersten postoperativen Tag glichen sich die Werte beider
Patienten-Gruppen (322 [242; 536] vs. 282 [196; 468] pg/ml fir MACCE vs. kein MACCE, p=0,262;
Abb. 4.11C). Denkbar ist, dass die durch den operativen Eingriff ausgeloste akute inflammatorische
Reaktion des Korpers und der damit induzierte PSEP-Anstieg prdaoperativ bestehende Unterschiede

maskiert und infolgedessen am ersten postoperativen Tag nicht mehr detektiert werden kdnnen.
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Auch der Vergleich von A PSEP-Werten (POD1 minus pra-OP) zeigte keinen Unterschied zwischen
beiden Patienten-Gruppen (100 [14; 245] vs. 104 [36; 226] pg/ml fur MACCE vs. kein MACCE,
p=0,717; Abb. 4.11D). Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen aus LeukoKAPE-1.
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Abbildung 4.11. Presepsin-Plasmakonzentration im perioperativen Verlauf und stratifiziert nach MACCE.
Presepsin (PSEP) wurde in 222 KHK-Patienten praoperativ (prda-OP) und am ersten postoperativen Tag (POD1)
gemessen. (A) Der perioperative PSEP-Anstieg des gesamten Analyse-Sets (dunkelgrau) wurde mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bewertet. Patienten wurden anhand des primadren Endpunktes MACCE (n=23,
grau) versus kein MACCE (n=199, weil) stratifiziert. Gruppenvergleiche fir (B) prdoperatives PSEP, (C) PSEP-
Konzentration an POD1 und (D) A-PSEP (POD1 minus pra-OP) wurden mittels Mann-Whitney U-Test
durchgefiihrt. P<0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet und ist in Form von Fettdruck hervorgehoben.
Abbildung selbst erstellt nach Handke et al. 2020 (Supplement).

4.2.3 Praoperatives Presepsin ist mit dem Auftreten von MACCE nach nicht-kardiochirurgischen

Operationen assoziiert

PSEP allein wies eine schwache bis moderate prognostische Giite fir MACCE nach nicht-
kardiochirurgischer Operation auf (AUC=0,64 [0,54; 0,75], p=0,023; Abb. 4.12A). Der in LeukoKAPE-1
abgeleitete Cut-off von 184 pg/ml erreichte in der post-hoc Analyse der LeukoKAPE-2-Studie eine
vergleichsweise geringe Sensitivitat von 65 % und Spezifitdat von 60 %; positiver und negativer

pradiktiver Wert lagen bei 16 bzw. 94 %.

Stratifizierte man die Patienten hinsichtlich ihres praoperativen PSEP-Wertes in <184 und
>184 pg/ml, erlitten Patienten der Gruppe mit hohem prdoperativem PSEP anteilig haufiger ein
kardiovaskuldres Ereignis wahrend des 30-tdgigen Beobachtungszeitraumes (6 vs. 16 %). Der
statistische Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven bestatigte eine lingere MACCE-freie Uberlebenszeit

in Patienten mit niedrigem praoperativem PSEP (Log-Rang (Mantel-Cox)-Test: p=0,021) (Abb. 4.12B).

Betrachtete man den Zusammenhang praoperativen PSEPs mit dem Auftreten perioperativer
kardiovaskularer Ereignisse unabhangig sonstiger praoperativer Einflussfaktoren, korrelierte PSEP
>184 pg/ml mit einem erhohten Risiko fur perioperativen MACCE (OR=2,8 [1,1; 6,9], p=0,026).
Zudem war eine praoperative PSEP-Konzentration oberhalb des Cut-offs mit dem Auftreten von

MINS (OR=3,3 [1,9; 5,9], p<0,0001), jedoch nicht mit anderen sekundidren Endpunkten assoziiert
(Abb. 4.12C).
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Abbildung 4.12. Validierung der prognostischen Giite und Assoziation von prioperativem Presepsin (PSEP)
mit MACCE nach nicht-kardiochirurgischer Operation. Presepsin wurde in 222 nicht-kardiochirurgischen KHK-
Patienten prdoperativ quantifiziert und anhand des primaren Endpunktes MACCE (n=23) versus kein MACCE
(n=199) stratifiziert. (A) ROC-Kurven-Analyse zur Beurteilung der prognostischen Giite von praoperativem PSEP
fiir perioperativen MACCE. (B) MACCE-freies Uberleben in Abhingigkeit des praoperativen PSEP Cut-offs. Der
statistische Vergleich von Kaplan-Meier-Kurven wurde mittels Log-Rang (Mantel-Cox)-Test durchgefiihrt. (C)
Assoziation von prédoperativem PSEP >184 pg/ml mit dem Auftreten primarer und sekundarer Endpunkte
wurde mittels univariater logistischer Regressionsanalyse beurteilt. Statistische Signifikanz (p<0,05) ist in Form
von Fettdruck hervorgehoben. AUC: Flache unter der Kurve, MACCE: major adverse cardiovascular and
cerebrovascular event, MINS: myocardial injury after non-cardiac surgery, pAVK: periphere arterielle
Verschlusskrankheit, OR: odds ratio, KI: Konfidenzintervall. Abbildung selbst erstellt nach Handke et al. 2020.

Die beobachtete Assoziation von praoperativem PSEP >184 pg/ml mit kardiovaskuldren Ereignissen
nach nicht-kardiochirurgischen Operationen kann durch Stoérfaktoren beeinflusst werden. Um deren

Effekt zu kontrollieren, wurden multivariate logistische Regressionsanalysen durchfiihrt.

Mittels univariater Analyse konnten ein fortgeschrittenes Patientenalter (OR=1,9 [0,99; 1,11],
p=0,099), prdoperative Herzrhythmusstérungen (OR=2,47 [0,94; 6,5], p=0,068), niedrige Leukozyten-
Werte (OR=0,77 [0,59; 1], p=0,053) und die Operation in Kombinationsanasthesie (OR=2,56 [1,05;
6,22], p=0,038) als mit dem primaren Endpunkt assoziierte Einflussfaktoren identifiziert werden
(p<0,1). Unter Einbezug genannter Variablen in das multivariate logistische Regressionsmodell erwies
sich préoperatives PSEP >184 pg/ml als einziger unabhangiger Pradiktor (p<0,05) fiir perioperative
kardiovaskuldare Komplikationen (OR=2,84 [1,11; 7,31]; p=0,03). Die kardialen Biomarker, hs-cTnT
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(p=0,528) und NT-proBNP (0,471), waren nicht mit dem Auftreten von perioperativem MACCE

assoziiert (Tab. 4.6).

Tabelle 4.6. Uni- und multivariate logistische Regressionsanalyse zur Untersuchung der Assoziation von
pridoperativem Presepsin >184 pg/ml mit MACCE nach nicht-kardiochirurgischen Operationen. Angaben
entsprechen Odds ratio (OR) mit zugehorigem 95 % Konfidenzintervall (Kl). Einflussfaktoren mit p<0,1 in der
univariaten Analyse wurden in der multivariaten Modellierung berlcksichtigt. Variablen, die in der
multivariaten Analyse signifikant mit dem primaren Endpunkt MACCE assoziiert waren, sind in Form von
Fettdruck hervorgehoben (p<0,05). MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular event, BMI:
body mass index, ASA: Risikoklassifikation nach der American Society of Anesthesiologists, RCRI: Revised
Cardiac Risk Index, ESC/ESA: European Society of Cardiology/European Society of Anaesthesiology; KDIGO:
Kidney Disease Improving Global Outcomes, ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym, ADP:
Adenosindiphosphat, hs-cTnT: hoch-sensitives kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-B
natriuretisches Peptid. Tabelle selbst erstellt nach Handke et al. 2020.

Univariat Multivariat

Variable OR [95 % KI] p-Wert  adjustiertes OR[95 % KI]  p-Wert
Presepsin (binar, >184 pg/ml) 2,79 [1,13; 6,89] 0,026 2,84 [1,11; 7,31] 0,030
Alter (Jahren) 1,05 [0,99; 1,11] 0,099 1,04 [0,97; 1,1] 0,265
maénnlich 2,89 [0,65; 12,8] 0,162

BMI (kg/m?) 0,95 [0,87; 1,05] 0,32

ASA-Klassifikation 2,83 [0,81; 9,89] 0,104

RCRI 0,99 [0,58; 1,68] 0,962

ESC/ESA Operationsrisiko 1,07 [0,54; 2,13] 0,851

Arterieller Hypertonus 1,41 [0,18; 11,38] 0,746

Diabetes mellitus 1,33 [0,55; 3,22] 0,534

Niereninsuffizienz (KDIGO >3) 1,28 [0,48; 3,45] 0,625

Periphere arterielle 0.7 0,1 7.4] 0739

Verschlusskrankheit e ’

Herzrhythmusstérungen 2,47 [0,94; 6,5] 0,068 1,77 [0,63; 5,01] 0,283
Kardiale Dekompensation 6,8 [0,32; 144] 0,101

Schlaganfall 4,05 [0,16; 101] 0,102

Koronararterien-Bypass 1,59 [0,61; 4,1] 0,341

Perkutane Koronarintervention 1,04 [0,44; 2,46] 0,934

Myokardinfarkt 1,58 [0,67; 3,77] 0,300

Aktiver Raucher 0,68 [0,22; 2,10] 0,504

Beta-Blocker 1,24 [0,44; 3,51] 0,685

ACE-Inhibitoren 1,06 [0,45; 2,51] 0,897

Angiotensin Il Rezeptor-Block 0,88 [0,35; 2,25] 0,792

Calciumantagonisten 0,76 [0,29; 2,03] 0,586

Diuretika 1,05 [0,44; 2,48] 0,921

Statine 0,58 [0,22; 1,49] 0,255

Aspirin 0,52 [0,21; 1,28] 0,155

ADP-Rezeptorantagonisten 0,73 [0,21; 2,59] 0,624

Vitamin K-Antagonisten 1,51 [0,41; 5,57] 0,538

Neue orale Antikoagulanzien 1,51 [0,52; 4,36] 0,450

hs-cTnT (ng/l) 1,00 [0,99; 1,01] 0,528

NT-proBNP (ng/l) 1,00 [1,00; 1,00] 0,471

Kreatinin (mg/dl) 1,13 [0,75; 1,70] 0,561

C-reaktives Protein (mg/dl) 1,00 [0,99; 1,01] 0,972
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Leukozyten (x10°%/1) 0,77 [0,59; 1,00] 0,053 0,77 [0,58; 1,00] 0,053
Allgemeinanasthesie allein 0,49 [0,20; 1,16] 0,104

Allgemein- u. thorakale
. . . 2,56 [1,05; 6,22] 0,038 2,18 [0,85; 5,57] 0,104
Periduralanasthesie

Neuroaxial (spinal oder peridural)
1,76 [0,20; 15,8] 0,612

allein
Spinal- und Epiduralandsthesie 0,34 [0,02; 6,11] 0,248
Analgosedierung allein 1,17 [0,25; 5,47] 0,843

Zur Bewertung der Robustheit der beobachteten Assoziation zwischen praoperativem PSEP und
perioperativem MACCE gegeniliber bekannten kardiovaskuldaren Risikofaktoren wurden weitere
Sensitivitatsanalysen durchgefiihrt. PSEP >184 pg/ml blieb auch unter Einbezug mehrerer
prdaoperativer demographischer und klinischer Risikofaktoren unabhangig mit dem primaren

Endpunkt MACCE assoziiert (Tab. 4.7).

Tabelle 4.7. Sensitivitatsanalyse. Multivariate logistische Regressionsmodelle zur Beurteilung und Adjustierung
der Assoziation von praoperativem Presepsin >184 pg/ml mit MACCE nach nicht-kardiochirurgischer Operation
unter Bericksichtigung herkdmmlicher kardiovaskularer Risikofaktoren. Daten sind in Form von Odds ratio (OR)
und 95 % Konfidenzintervall (KI) angegeben; p<0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. MACCE: major
adverse cardiovascular and cerebrovascular event, BMI: body mass index, RCRI: Revised Cardiac Risk Index, hs-
¢TnT: hoch-sensitives kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-B natriuretisches Peptid. Tabelle
selbst erstellt nach Handke et al. 2020.

Beriicksichtigte praoperative Eingangsvariable(n) adjustiertes OR [95 % KI] p-Wert
Presepsin (binar, >184 pg/ml) 2,79 [1,13; 6,89] 0,026
Alter, Geschlecht und BMI 2,68 [1,08; 6,74] 0,036
Kreatinin 2,80[1,11; 7,10] 0,030
C-reaktives Protein, Leukozyten 3,43 [1,33; 8,87] 0,011
RCRI, hs-cTnT, NT-proBNP 2,81 [1,10; 7,20] 0,032
Myokardinfarkt, Schlaganfall, Herzrhythmusstérungen 2,76 [1,10; 6,92] 0,031
Anésthesieverfahren? 2,79 [1,11; 6,99] 0,029

a) Adjustierung des Modells durch Einbezug verwendeter Anasthesieverfahren, darunter alleinige Allgemeinanasthesie,
Allgemein- u. thorakale Periduralandsthesie, alleinige neuroaxiale Andsthesie, Spinal- und Epiduralandsthesie sowie
ausschlieBliche Analgosedierung

4.2.4 Presepsin zur perioperativen kardiovaskuldren Risikopradiktion

In LeukoKAPE-1 erwies sich praoperatives PSEP als wertvoller Pradiktor fur kardiovaskulare Ereignisse
in nicht-kardiochirurgischen Patienten (vgl 4.1.6). Um den inkrementellen Wert des in LeukoKAPE-1
abgeleiteten PSEP Cut-offs von 184 pg/ml fur die kardiovaskuldre Risikopradiktion zu validieren,

wurden erneut ROC-Kurven- und Reklassifizierungsanalysen durchgefiihrt.
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Tabelle 4.8. C-Statistik von praoperativem Presepsin, RCRI und kardialen Biomarkern in Abhdngigkeit von
MACCE in LeukoKAPE-2 Kohorte (n=222). Fir jedes Pradiktionsmodell wurde die prognostizierte
Wabhrscheinlichkeit fir MACCE nach nicht-kardiochirurgischer Operation mittels logistischer Regression
berechnet und die Flache unter der Kurve (AUC) bestimmt. Presepsin wurde als bindre Variable (>184 pg/ml),
RCRI als ordinale Variable (1-6) und kardiale Biomarker als metrische Variable beriicksichtigt. Statistische
Signifikanz (p<0,05) ist in Form von Fettdruck hervorgehoben. MACCE: major adverse cardiovascular and
cerebrovascular event, RCRI: Revised cardiac risk index, hs-cTnT: hoch-sensitives kardiales Troponin T, NT-
proBNP: N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid, KI: Konfidenzintervall. Tabelle selbst erstellt nach
Handke et al. 2020.

Pradiktionsmodell AUC [95 % KI] p-Wert
Presepsin (binar, >184 pg/ml) 0,63 [0,51; 0,75] 0,05
Risikoprddiktion auf Basis des RCRIs
RCRI 0,50 [0,39; 0,62] 0,954
Risikoprddiktion auf Basis des RCRIs in Kombination mit einem
Biomarker
RCRI + hs-cTnT 0,64 [0,52; 0,77] 0,028
RCRI + NT-proBNP 0,57 [0,44; 0,70] 0,273
RCRI + Presepsin 0,63 [0,51; 0,75] 0,039
Risikoprddiktion auf Basis des RCRIs in Kombination mit zwei
Biomarkern
RCRI + hs-cTnT + NT-proBNP (Referenzmodell) 0,62 [0,48; 0,75] 0,072
RCRI + hs-TnT + Presepsin 0,66 [0,55; 0,77] 0,012
RCRI + NT-proBNP + Presepsin 0,66 [0,54; 0,77] 0,015
Referenzmodell plus Presepsin
RCRI + hs-cTnT + NT-proBNP + Presepsin 0,67 [0,56; 0,78] 0,009

Verglichen mit den Resultaten der Ursprungskohorte aus LeukoKAPE-1 (Tab. 4.3) erreichte PSEP als
bindre Variable eine deutlich schwachere, entsprechend geringe Trennscharfe fiir den primaren
Endpunkt MACCE (AUC=0,63 [0,51; 0,75], p=0,05). Ahnlich gering erwies sich die diskriminative
Fahigkeit des RCRIs allein sowie in Kombination mit jeweils einem Biomarker. Die prognostische Glite
des RCRIs (AUC=0,50 [0,39; 0,62], p=0,954) erreichte durch Adjustierung mittels PSEP eine moderate
(AUC=0,63 [0,51; 0,75], p=0,039) Trennscharfe, konnte jedoch nicht signifikant verbessert werden
(A AUC=0,13 [-0,06; 0,32], p=0,183) (Abb. 4.13A). Das Referenzmodell aus RCRI, hs-cTnT und NT-
proBNP wies mit einer AUC=0,62 [0,48; 0,75] (p=0,072) eine deutlich geringere diskriminative
Fahigkeit im Vergleich zu den in LeukoKAPE-1 erzielten Werten auf. Diese konnte auch durch
Einbezug von praoperativen PSEP (AUC=0,67 [0,56; 0,78], p=0,009) nicht signifikant verbessert
werden ( A AUC=0,05 [-0,08; 0,18], p=0,438) (Tab. 4.8; Abb. 4.13B).
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Abbildung 4.13. Vergleich von ROC-Kurven zur Validierung des inkrementellen Wertes von praoperativem
Presepsin (PSEP) >184 pg/ml fiir die perioperative kardiovaskulire Risikopradiktion. Presepsin wurde in 222
nicht-kardiochirurgischen KHK-Patienten praoperativ quantifiziert und anhand des primdren Endpunktes
MACCE (n=23) versus kein MACCE (n=199) stratifiziert. Die Differenz zwischen ROC-Kurven von (A) RCRI versus
RCRI plus PSEP und (B) Referenzmodell versus Referenzmodell plus PSEP wurde berechnet und mit Hilfe der
DelLong-Methode statistisch bewertet. P<0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. RCRI: Revised Cardiac
Risk Index, MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular event.

Die Ergebnisse der Reklassifizierungsanalysen waren indifferent. Die Berechnung des IDI legte eine
signifikante Verbesserung der kardiovaskularen Risikopradiktion auf Basis des Referenzmodells in
Kombination mit praoperativen PSEP offen (IDI=0,02, p=0,022). Diese Verbesserung konnte anhand
der NRI-Analyse auf die Reduktion falsch-positiv klassifizierter Patienten zurlickgeflihrt werden
(NRlkein macce=0,13, p=0,004). In der MACCE-Gruppe wurden finf Patienten durch die zusatzliche
Einbeziehung von PSEP zum Referenzmodell korrekt reklassifiziert. Gleichzeitig wurden jedoch sieben
Patienten einer niedrigeren Risikokategorie zugeordnet (NRlyacce=-0,09, p=0,564), sodass insgesamt
kein additiver Nutzen von PSEP >184 pg/ml fiir die Pradiktion kardiovaskularer Komplikationen nach

nicht-kardiochirurgischen Operationen nachgewiesen werden konnte (NRlgesamt=0,04, p=0,781) (Abb.

4.14).
Referenzmodell Referenzmodell
(RCRI, hs-cTnT, plus Presepsin (>184 pg/ml) Gesamt-
NT-proBNP) <1% >1-10% >10-20% >20% NRI NRI IDI

MACCE-Patienten (n=23)

<1% 0 0 0 0
21-10% 0 1 5 0 0,09
p=0,564
>10-20% 0 7 10 0
>20% 0 0 0 0
0,04 0,02
Patienten ohne MACCE (n=199) p=0,781 p=0,022
<1% 0 0 0 0
21-10% 0 66 27 0 0,13
p=0,004
>10-20% 0 52 51 0

>20% 0 1 0 2
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Abbildung 4.14. Net Reclassification Improvement (NRI)- und Integrated Discrimination Improvement (IDI)-
Analyse zur Validierung des inkrementellen Wertes von pridoperativem Presepsin (PSEP) >184 pg/ml fiir die
Vorhersage von perioperativem MACCE. Patienten mit (n=23) und ohne MACCE (n=199) wurden anhand des
Referenzmodells in vier Risikokategorien (<1 %, 21-10 %, >10-20 % und >20 %) eingeteilt (Zeilen). Es folgte die
erneute Klassifizierung anhand des Referenzmodells und unter zusatzlicher Berlicksichtigung praoperativer
PSEP-Werte (Spalten). Korrekt reklassifizierte Patienten in blau; inkorrekt reklassifizierte Patienten in grau.
MACCE: major adverse cardiovascular and cerebrovascular event, RCRI: Revised Cardiac Risk Index, hs-TnT:
hoch-sensitives kardiales Troponin T, NT-proBNP: N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid. Abbildung
selbst erstellt nach Handke et al. 2020.

4.2.5 Post-hoc Poweranalyse

Zur Berechnung der Teststarke des Modells wurde eine post-hoc Poweranalyse durchgefiihrt. Unter
Bertcksichtigung der Fallzahl (n=222), dem Anteil der Patienten mit PSEP >184 pg/ml (43 %) sowie
derer mit kardiovaskularen Ereignissen (10 %) erlaubte das Modell bei einem zugrunde gelegtem
zweiseitigem Signifikanzniveau von a=0,05 einen Zusammenhang von OR>3 mit einer Teststarke von
1-B=0,84 mittels logistischer Regression nachzuweisen. Dabei stellte MACCE die abhangige,

praoperatives PSEP >184 pg/ml die unabhangige Variable dar.

4.3 Tierexperimentelle Arbeiten
4.3.1 Perioperativer Stress-induzierter Anstieg regulatorischer T-Zellen in Blut und Thymus

Zur Untersuchung des Effektes perioperativen Stresses auf Treg-Level in Blut, lymphatischen Organen
und atherosklerotischen Léisionen wurden ApoE”" Méause perioperativem Stress unterzogen
(Arbeitsblock 1). Das Modell umfasste die Abnahme von 400 ul Blut sowie die longitudinale
Laparotomie in 30-mindtiger Isofluran-Narkose. Sham-operierten Tieren wurden lediglich 100 pl Blut
entnommen. Blutabnahmen erfolgten vor Er6ffnung des Bauchraumes und wurden zur
prdaoperativen Treg-Bestimmung herangezogen. Die postoperative durchflusszytometrische Treg-
Quantifizierung in Blut und lymphatischen Organen wurde zum Zeitpunkt der Organentnahme am
dritten postoperativen Tag durchgefiihrt. Zudem wurde die Anzahl regulatorischer T-Zellen in

atherosklerotischen Plaques der Brachiozephalarterien immunhistologisch bestimmt.

Zur Beurteilung des Gesamtzustandes der Tiere wurde das Korpergewicht vor Behandlungsstart
sowie taglich bis zum Zeitpunkt der Organentnahme erfasst. Die Verteilung des Korpergewichtes
unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht (p=0,505). Sowohl operierte (28,2 [26,4; 33,1]
vs. 25,8 [24,0; 30,0] g fiir praoperativ vs. POD1, p=0,042) als auch Sham-operierte Tiere (27,3 [24,8;
29,3] vs. 26,0 [23,8; 28,1]g fir prdoperativ vs. POD1, p=0,0004) verloren 5-10% ihres
Korpergewichtes am ersten postoperativen Tag. Es ist anzunehmen, dass die beobachtete Abnahme
auf den durch die Intervention induzierten physiologischen Stresszustand der Tiere sowie auf den fiir
den Zeitraum der Intervention eingeschrankten Futter- und Trinkwasserzugang zurickzufihren ist.

Operierte Tiere gelangten bis zum dritten postoperativen Tag zu ihrem Ausgangsgewicht zurick (27,2



-83- 4. Ergebnisse

[24,4; 29,6] g, p=0,1325). Sham-operierte Tiere wiesen bis zum Zeitpunkt der Finalisierung ein
reduziertes Gewicht auf (25,4 [23,1; 27,7]g, p=0,0417), zeigten sich korperlich jedoch
unbeeintrachtigt (Abb. 4.15A).

Aus friiheren Arbeiten geht hervor, dass perioperativer Stress zu einer Zunahme des Plaquevolumens
fihrt (Janssen et al. 2015). Diese Beobachtungen konnten anhand der untersuchten Tierzahl (n=6)
nicht repliziert werden. Verglichen mit Sham-Kontrollen (13 [7,4; 58] x10° mm?) wiesen operierte
Tiere numerisch groRere Plaguevolumina auf (38 [6,5; 82] x102 mm?3, p=0,589) (Abb. 4.15B). Eine
dhnliche Tendenz konnte fir die relative Stenose, verursacht durch Lasionen der
Brachiozephalarterien, nachgewiesen werden (12 [7,2; 28] vs. 27 [8,5; 41] x10® mm? fiir Sham vs. OP,

p=0,394) (Abb. 4.15C+D). Beide Vergleiche erreichten jedoch kein statistisches Signifikanzniveau

(p<0,05).
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Abbildung 4.15. Effekt perioperativen Stresses auf PlaquegroBe und regulatorische T-Zell-Level in
atherosklerotischen ApoE’/~ Mausen. Nach neunwdchiger cholesterinreicher  Sonderdit wurden
atherosklerotische ApoE”" M3use in einem Alter von 17 Wochen dem perioperativen Stressmodell bzw. der
Sham-Intervention unterzogen (je n=6). Die Entnahme lymphatischer Organe sowie der Brachiozephalarterien
erfolgte am dritten postoperativen Tag. (A) Der Vergleich des Kérpergewichtes beider Gruppen erfolgte mittels
Varianzanalyse (2-Wege ANOVA; p=0,505). AnschlieBend wurden postoperative Werte dem praoperativen
Ausgangswert mittels nicht-parametrischen Friedman-Test (Sham p<0,0001; OP p=0,022) und Dunn’s Post-hoc
Test (ns: nicht signifikant, *p<0,05, ***p<0,001) gegenibergestellt. (B) Postoperatives Plaquevolumen und (C)
%Stenose von operierten und Sham-intervenierten Tieren. (D) Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Plaques mit
reprasentativer %Stenose. (E) Pra- und postoperative Treg-Level im Blut wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test fiir verbundene Stichproben verglichen. (F) Postoperative Treg-Level in peripheren lymphatischen
Organen Milz, Lymphknoten und (G) Thymus, differenziert zwischen doppelt (CD4*CD8*) und einfach positiven
(CD4*CD8’) CD25*Foxp3* Tregs. (H) Immunhistologische Auswertung Plaque-residierender Foxp3* Tregs pro
mm? Plaquefliche. Reprisentative immunbhistologische Foxp3-Firbungen fiir (I) Sham- und (J) OP-Tiere.
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Gruppenvergleiche zwischen Sham und OP erfolgten mit Hilfe des zweiseitigen Mann-Whitney U-Tests.
Statistische Signifikanz ist in Form von Fettdruck (p<0,05) hervorgehoben. Messbalken in lichtmikroskopischen
Ubersichtsaufnahmen entsprechen 100 pum, in Detailaufnahmen 20 pm. OP: perioperatives Stressmodell, POD:
postoperativer Tag.

Tregs wurden prdoperativ und am dritten postoperativen Tag durchflusszytometrisch quantifiziert
und in Form des relativen Anteils CD3*CD4*'CD25*Foxp3* Zellen an der Gesamt-CD4*-Population
analysiert. Tiere der OP-Gruppe wiesen postoperativ erhohte Treg-Level im Blut (5,3 [4,6; 5,5] vs. 7,9
[6,2; 8,2] %CD4" fiir pra-OP vs. POD3, p=0,031) (Abb. 4.14E), jedoch nicht in Milz (7,1 [5,8; 12] vs. 7,1
[5,0; 12] %CD4* fur Sham vs. OP, p=0,937) und Lymphknoten (11 [10; 13] vs. 13 [12; 19] %CD4" fur
Sham vs. OP, p=0,093) auf (Abb. 4.15F). Im Thymus wurde zwischen doppelt (CD4*CD8*) und einfach
positiven (CD4*CD8’) CD25*Foxp3* Zellen differenziert. Diese unterscheiden sich in der Expression der
Co-Rezeptoren CD4 und CD8 und stellen verschiedene Entwicklungsstadien des Treg-
Reifungsprozesses im Thymus dar (Caramalho et al. 2015). Operierte Tiere wiesen im Vergleich zu
Sham-Kontrollen eine erhdhte Anzahl doppelt- (0,12 [0,09; 0,12] vs. 0,25 [0,13; 0,4] %CD4* fiir Sham
vs. OP, p=0,037) und einfach-positiver Tregs (1,5 [1,4; 1,7] vs. 1,9 [1,7; 2,4] %CD4* fir Sham vs. OP,
p=0,009) auf (Abb. 4.15G). Perioperativer Stress fiihrte zudem zu tendenziell héheren Treg-Werten
im Plaque (0,0 [0,0; 0,4] vs. 3,7 [0,0; 10] Foxp3*/mm? fiir Sham vs. OP, p=0,275), jedoch wurde kein
statistisches Signifikanzniveau erzielt (p<0,05) (Abb. 4.15H-J).

In atherosklerotischen ApoE”" Méausen fiihrte perioperativer Stress zur Zunahme regulatorischer T-
Zellen in Blut und Thymus. Tendenziell hohere Treg-Level wurden auch in Lymphknoten und
atherosklerotischen Lasionen beobachtet. Nach groRen chirurgischen Eingriffen kommt es regelhaft
zur Aktivierung des Immunsystems (Desborough 2000). Die perioperativ beobachtete Expansion
regulatorischer T-Zellen stellt moglicherweise eine Schutzreaktion des Korpers gegen die

inflammatorische Stressantwort dar.

4.3.2 Etablierung der in vivo Modulation regulatorischer T-Zell-Level

Um den Effekt prdoperativer Treg-Level auf die perioperativ-bedingte Destabilisierung
atherosklerotischer Plaques zu untersuchen, wurden ApoE”" mit reduzierten bzw. erhéhten Treg-
Leveln generiert (Arbeitsblock 2). Zur Treg-Modulation wurden atherosklerotische ApoE” Mause in
einem Alter von 16 Wochen mit monoklonalen Antikérpern behandelt. Die Treg-Reduktion wurde
mittels einmaliger Injektion von anti-CD25 (PC61) induziert; die Expansion durch tagliche Injektionen
des Komplexes aus IL-2 und anti-IL-2 (JES-6-1A12) an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Kontrolltiere

wurden analog mit den entsprechenden Isotypen IgG1 Ratte, IgG2 Ratte bzw. mit PBS behandelt.
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4.3.2.1 Anti-CD25-induzierte Treg-Reduktion

Die Verteilung des Korpergewichts unterschied sich zwischen anti-CD25- und IgG1-behandelter
Gruppe nicht (p=0,507). Weder die Injektion von 1IgG1 (p=0,213) noch von anti-CD25 (p=0,110)
beeinflusste das Korpergewicht der Tiere (Abb. 4.16A). Zur Bestimmung des Zeitpunktes der
maximalen Treg-Reduktion erfolgte die durchflusszytometrische Quantifizierung der Zellen sechs,
acht und zehn Tage nach Injektion in Blut sowie zehn Tage nach Injektion in den peripheren
lymphatischen Organen Milz und Lymphknoten. Angaben entsprechen dem relativen Anteil
CD3*CD4'CD25*Foxp3* Zellen an der Gesamt-CD4*-Population, jeweils bezogen auf den Median der

lgG1-Kontrollgruppe.

Verglichen mit IgG1-behandelten Kontrolltieren wiesen anti-CD25-injizierte Tiere sechs (5,7 [5,0; 6,4]
vs. 2,5 [1,7; 3,4] %CDA4" fur 1gG1 vs. anti-CD25) und zehn Tage (7,8 [6,2; 8,7] vs. 3,1 [2,3; 4,6] %CD4"
fir 1gG1 vs. anti-CD25) nach Injektion knapp 60 % reduzierte Treg-Level im Blut auf. Die Treg-
Reduktion erreichte acht Tage nach Injektion mit 35 % bezogen auf die IgG1-Kontrollgruppe ihren
niedrigsten Wert (4,9 [4,4; 6,0] vs. 3,2 [2,4; 3,5] %CD4" fiir 1gG1 vs. anti-CD25) (Abb. 4.16B). In Milz
(9,6 [8,2; 11] vs. 7,4 [3,0; 9,9] %CDA4"* fiir 1gG1 vs. anti-CD25) und Lymphknoten (13 [11; 17] vs. 7,6
[4,5; 9,0] %CD4* firr 1gG1 vs. anti-CD25) war die anti-CD25-induzierte Depletion mit knapp 25 bzw.
40 % weniger effektiv als im Blut (Abb. 4.16C).
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Abbildung 4.16. Etablierung der anti-CD25-induzierten Treg-Reduktion in atherosklerotischen ApoE’-
Mausen. Atherosklerotische ApoE”" Mause wurden mit IgG1 Ratte oder anti-CD25 (PC61) behandelt (je n=6).
(A) Entwicklung des Korpergewichtes in Abhangigkeit der Treg-modulierenden Behandlung. Dargestellt ist das
mediane Kérpergewicht mit Interquartilbereich vor Beginn der Behandlung (Baseline) sowie Giber den Zeitraum
der Blutentnahmen bis hin zur Finalisierung der Tiere. Der Verlauf des Korpergewichts in Abhdngigkeit der
Behandlung wurde mittels Varianzanalyse (2-Wege ANOVA) bewertet (p=0,507). Treg-Level IgG1- (weill) und
anti-CD25-behandelter Tiere (grau) in (B) Blut und (C) peripheren lymphatischen Organen. Die Daten wurden
auf den Median der jeweiligen 1gG1-Kontrollgruppe normalisiert. 1gG1: Immunglobulin G1, CD25: cluster of
differentiation 25.

Um eine moglichst hohe Reduktion des peripheren Treg-Levels zum Zeitpunkt der OP sowie (iber den
postoperativen Zeitraum sicherzustellen, erfolgte die Injektion des anti-CD25 Antikérpers im finalen
Modell zur Untersuchung des Effektes reduzierter praoperativer Treg-Level auf die perioperative

Plaguedestabilisierung sechs Tage vor OP.
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4.3.2.2 IL-2/anti-IL-2-induzierte Treg-Expansion

Alle drei Interventionssgruppen glichen sich hinsichtlich ihres Korpergewichtes zu
Behandlungsbeginn sowie dessen Entwicklung tber den zeitlichen Verlauf (p=0,654). Die tagliche
Injektion von PBS (p=0,512), IL-2/1gG2 (p=0,293) und IL-2/anti-IL-2 (p=0,048) Gber einen Zeitraum von
drei Tagen fuhrte unter Berticksichtigung der Bonferroni-Korrektur (a<0,017 (0,05/3)) in keiner der
Gruppen zu einer Gewichtsverdnderung der Tiere (Abb. 4.17A). Die durchflusszytometrische
Quantifizierung von Tregs im Blut wurde drei, vier und flinf Tage nach erster Injektion durchgefiihrt;
in Milz und Lymphknoten fiinf Tage nach Behandlungsbeginn. Angaben entsprechen dem
prozentualen Anteil CD3*CD4*CD25*Foxp3* Zellen an der Gesamt-CD4*-Population, jeweils bezogen

auf den Median der PBS-behandelten Gruppe.

Sowohl die Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 als auch mit IL-2/1gG2 fihrten Uber den gesamten
Beobachtungzeitraum zu einer Erhdhung peripherer Treg-Level im Blut. IL-2/anti-IL-2-injizierte Tiere
wiesen bereits am dritten Tag nach Injektionsbeginn etwa fiinffach erhohte Treg-Level auf (4,3 [3,3;
5,6] vs. 21 [17; 29] %CDA4" fiir PBS vs. IL-2/anti-IL-2). Dieses Niveau blieb bis einschlieRlich des vierten
Tages bestehen (4,2 [4,1; 5,1] vs. 28 [18; 34] %CD4* fur PBS vs. IL-2/anti-IL-2), reduzierte sich am
flinften Tag nach erster Injektion jedoch auf Faktor vier (5,4 [3,0; 6,3] vs. 21 [11; 29] %CDA4" flir PBS
vs. IL-2/anti-IL-2). Verglichen mit PBS-Tieren, wiesen IL-2/1gG2-behandelte Tiere konstant geringflgig
erhohte Treg-Werte auf. Der Hochstwert von 55 % wurde vier Tage nach Interventionsbeginn
gemessen (6,6 [5,6; 7,5] %CD4*) (Abb. 4.17B). In den peripheren lymphatischen Organen erwies sich
die Intervention weniger effektiv als im Blut, erreichte in IL-2/anti-IL-2 Tieren jedoch eine Anstieg um
300 % in Milz (7,1 [6,1; 8,4] vs. 21 [12; 26] %CD4" fiir PBS vs. IL-2/anti-IL-2) und 50 % in Lymphknoten
(11 [11; 13] vs. 16 [13; 21] %CD4* fiir PBS vs. IL-2/anti-IL-2) gegenliber der PBS-Kontrolle. IL-2/1gG2-
behandelte Tieren wiesen etwa 30 % erhohte Tregs in der Milz (9,5 [7,4; 13] %CD4") auf; die Anzahl
der Tregs in Lymphknoten (12 [10; 15] %CD4") glich jener PBS-behandelter Tiere (Abb. 4.17C).
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Abbildung 4.17. Etablierung IL-2/anti-IL-2 induzierte Treg-Expansion in atherosklerotischen ApoE”/" Mausen.
Atherosklerotische ApoE”- Miuse wurden mit PBS (n=4), IL-2/1gG2 (n=6) oder IL-2/anti-IL-2 (JES6-1A12)
behandelt (n=6). (A) Entwicklung des Kérpergewichtes in Abhangigkeit der Behandlung. Dargestellt ist das
mediane Kérpergewicht mit Interquartilbereich vor Beginn der Intervention (Baseline) sowie iber den Zeitraum
der Blutentnahmen bis hin zur Finalisierung der Tiere. Der Verlauf des Korpergewichts in Abhdngigkeit der
Behandlung wurde mittels Varianzanalyse (2-Wege ANOVA) bewertet (p=0,654). Treg-Level in (B) Blut und (C)
peripheren lymphatischen Organen in den Interventiongruppen PBS (weiB), IL-2/1gG2 (grau) und IL-2/anti-IL-2
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(grau). Die Daten wurden auf den Median der PBS-Gruppe normalisiert. PBS: phosphatgepufferte Salzlosung,
IL-2: Interleukin-2, 1gG2: Immunglobulin G2.

Die Expansion peripherer Tregs erreichte vier Tage nach Interventionsbeginn ihren maximalen Wert,
sank jedoch bereits am darauffolgenden Tag. Um hohe Treg-Level lber einen maoglichst langen
Zeitraum wéahrend und nach der OP zu gewahrleisten, begann die Injektion von IL-2/anti-IL-2 sowie
entsprechender Kontrollen im finalen Modell zur Untersuchung des Effektes erhéhter praoperativer

Treg-Level auf die perioperative Plaquedestabilisierung drei Tage vor OP.

4.3.2.3 In vivo Modulation regulatorischer T-Zellen erwies sich als Treg-spezifisch

Um zu Uberprifen, ob die Antikorper-vermittelte Modulation regulatorischer T-Zell-Level Treg-
spezifisch ist oder unspezifische Effekte auf weitere leukozytare Zellen zeigt, wurden myeloische und
lymphoide Immunzellpopulationen anhand charakteristischer Differenzierungsmarker
durchflusszytometrisch analysiert. Die Quantifizierung der Zellen erfolgte aus prédoperativ
gewonnenen Blutproben operierter Tiere aus Arbeitsblock 3. Angaben entsprechen dem relativen
Anteil der jeweiligen Zellpopulation an der Gesamt-Leukozytenzahl, gekennzeichnet durch CD45-
Expression. Treg-Daten entsprechen den Ergebnissen aus Abb. 4.16B und 4.17B und wurden in Form

ihres prozentualen Anteils an der CD4* Zellpopulation ausgewertet.

A B C
1007 10- 25+
p 0209 S -o 770 s p=0,780
25 80 g5 s £ 2
29 2 59
g3 g 3 £3
2% 60 205 6 5 15
[ D = € 2
zZ= 57 o p )
b o 404 32 4 £ 2 10
S5 t B 5
Q < O <85
R 2 204 o< 2] a2 s
o 9}
R R
01— T T r r 0 0l— T T r T
PBS  IgG1 anti- L2/ L2/ IgG'I anti- IL2/ 1L/ PBS  IgG1 anti- L2/ L2/
CD25  IgG2anti-IL-2 CD25  IgG2anti-IL-2 CD25  IgG2anti-IL-2
D 67 E c 8 F 601
= p=0,535 K%} p 0746 p=0,967
[ 3
g i c
FEx PR 2~
S = 41 o O ,3" o 404
£z RO, a8
2 Z o o
8 i, 280 4 b i
zZ9 g‘¢ Q@
+ 0O @ faly®]
w O 21 L8 O 9 20
< = + & o
[a) w 24 R
2 ol
O
” g
01— T ' T T = 0L— T T T r 04— T r T T
PBS  IgG1 anti-  IL2/ IL-2/ PBS  IgG1 anti- L2/ IL-2/ PBS  IgG1 anti-  IL-2/ L2/
CD25  I1gG2anti-IL-2 CD25  IgG2anti-IL-2 CD25  IgG2 anti-IL-2
G H
15+ 5 35+
0418 = =0,0004
[-041¢] 3
- a
LE:; % v 3 254
® O 10 S &
0 Rz
b O =Y 87
8 B8
98 5 R =
R = + R 44
Pag A
Q 2
® 04— . . : ;
PBS IgG1 anti- L2/ L2 PBS  IgG1 anti-  IL2/ IL-2/

CD25  IgG2anti-IL-2 CD25  1gG2anti-IL-2



- 88 - 4. Ergebnisse

Abbildung 4.18. Quantifizierung muriner Leukozyten-Subpopulationen in Abhadngigkeit der Treg-
modulierenden Behandlung. Myeloide und lymphoide Immunzellpopulationen wurden aus prdoperativ
gewonnenen Blutproben atherosklerotischer ApoE”- Mause der unterschiedlichen Interventionsgruppen (je
n=8) durchflusszytometrisch anhand charakteristischer Differenzierungsmarker quantifiziert.
Gruppenvergleiche erfolgten mittels Kruskal-Wallis-Test fiir unverbundene Stichproben. P-Werte <0,006
(a<0,05/8) wurden als statistisch signifikant bewertet und sind in Form von Fettdruck hervorgehoben. Angaben
entsprechen dem Anteil der jeweiligen Immunzellpopulation an der Gesamt-CD45*-Population (A-G). Tregs
wurden anteilig der CD4*-Zellpopulation ausgewertet (H). (A) Neutrophile, (B) patrouillierende und (C)
inflammatorische Monozyten, (D) natirliche Killer-Zellen, (E) cytotoxische T-Zellen, (F) B-Zellen, (G) T-Helfer-
Zellen und (H) regulatorische T-Zellen. 1gG: Immunglobulin G, CD: cluster of differentiation 25, PBS:
phosphatgepufferte Salzlésung, IL-2: Interleukin-2.

Die Antikorper- bzw. Antikorper-Zytokin-Komplex-induzierte Modulation regulatorischer T-Zell-Level
erwies sich als Treg-spezifisch. Die Interventionsgruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich ihres
prozentualen Anteils an Neutrophilen (p=0,209), patrouillierenden (p=0,770) und inflammatorischen
Monozyten (p=0,780), NK-Zellen (p=0,535), cytotoxischen T-Zellen (p=0,746), B-Zellen (p=0,967) und
TH-Lymphozyten (p=0,418) (Abb. 4.18A-G). Einzig die relative Anzahl regulatorischer T-Zellen an der

CD4*-Population unterschied sich zwischen den Interventionsgruppen (p=0,0004) (Abb. 4.18H).

4.3.3 Histomorphometrische Beurteilung postoperativer atherosklerotischer Plaques in

Abhangigkeit des praoperativen Treg-Levels

Zur Untersuchung des Effektes praoperativer Treg-Level auf die durch perioperativen Stress bedingte
Destabilisierung atherosklerotischer Plaques wurden atherosklerotische ApoE”" mit reduziertem bzw.
erhohtem Treg-Level dem perioperativen Stressmodell unterzogen. Als Kontrolle dienten Sham-
operierte Tiere die lediglich narkotisiert wurden, jedoch ebenfalls modulierte Treg-Level aufwiesen.
Um den Effekt perioperativen Stresses auf die postoperative Plaquestabilitat unabhadngig des
prdaoperativen Treg-Levels zu kontrollieren, wurden PBS-behandelte Tiere sowohl der Sham-
Intervention als auch dem perioperativen Stressmodell unterzogen. Erganzend dazu wurden Isotyp-
behandelte Tiere der Sham-Intervention unterzogen, um einen Effekt der monoklonalen Antiképer-

Injektionen auf das Plaquevolumen per se ausschlieen zu kénnen.

Der operative Eingriff wirkte sich in allen drei Interventionsgruppen unabhangig der Treg-
modulierenden Behandlung identisch auf den perioperativen Gewichtsverlauf der Tiere aus.
Statistisch konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (p=0,707). Im
Schnitt verloren die Tiere wahrend des Eingriffes 1,4 [0,7; 2,2] g gemessen am ersten postoperativen

Tag (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19. Gewichtsverlauf der OP-Interventionsgruppen in Abhdngigkeit der Treg-modulierenden
Behandlung. Dargestellt ist das Korpergewicht der Tiere vor Induktion der Treg-Modulation (Baseline),
praoperativam Tag der OP (pra-OP) sowie taglich bis zum dritten postoperativen Tag (POD) in Abhangigkeit der
Intervention PBS, anti-CD25 und IL-2/anti-IL-2 (je n=8). Der Verlauf des Kérpergewichtes in Abhangigkeit der
Intervention wurde mittels Varianzanalyse (2-Wege ANOVA) bewertet (p=0,707). PBS: phosphatgepufferte
Salzlésung, CD25: cluster of differentiation 25, IL-2: Interleukin-2.

ZielgroRen bildeten das postoperative Plaguevolumen, die relative Stenose sowie eine Reihe
unterschiedlicher Stabilitatsmerkmale von Plaques der Brachiozephalarterien. Diese umfassten die
Quantifizierung des nekrotischen Areals, des Kollagengehaltes, SMCs, verdeckter fibréser Kappen als
Zeichen vergangener Plaquerupturen sowie von Lipidablagerungen und Zellularitdt. Schnittebenen
mit einer relativen Stenose <10 % wurden in der Auswertung der Plaguestabilititsmerkmale nicht
berlicksichtigt, da es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um morphologisch nicht beurteilbare,
friihstadiale Schaumzellakkumulationen handelte. In vier Tieren lag die maximale Stenose unterhalb

10 %, was den Ausschluss dieser aus der morphometrischen Analyse zur Folge hatte.

4.3.3.1 Zunahme des nekrotischen Areals durch perioperativen Stress bei praoperativ reduziertem

Treg-Level

Die Entstehung eines nekrotischen Kerns durch Akkumulation von Lipiden und Zelldetritus bildet ein
morphologisches Charakteristikum fortgeschrittener, vulnerabler atherosklerotischer Lasionen (Lusis
2000). Zur morphologischen Beurteilung des nekrotischen Areals, definiert als Flache unterhalb der
fibrosen Kappe mit vollstandigem Verlust intakter Zellen und extrazelluldarer Matrix, wurden HE- und
Masson-Goldner Trichrome-gefarbte Schnittprdparate herangezogen (Tano et al. 2013). Die
Berechnung nekrotischer Flachen anteilig der Gesamt-Plaqueflache erfolgte anhand der Trichrome-

Farbungen.

In PBS-behandelten Tieren fiihrte perioperativer Stress zur Zunahme des %nekrotischen Areals
verglichen mit Tieren, die der Sham-Intervention unterzogen wurden (0,0 [0,0; 4,6] vs. 11 [5,2;
14] %Nekrose fur Sham vs. OP, p=0,014). Plaques anti-CD25-behandelter, operierter Tiere wiesen
gegeniber denen Sham-operierter Tiere einen gleichermalRen hoheren Nekroseanteil auf (1,9 [0,2;

5.2] vs. 10 [5,4; 15] %Nekrose fur Sham vs. OP, p=0,008). In IL-2/anti-IL-2-behandelten Tieren mit
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erhohtem prdoperativen Treg-Level lieB sich hingegen kein Effekt perioperativen Stresses auf die
Bildung nekrotischen Areals nachweisen (4,8 [1,8; 8,3] vs. 5,0 [0,5; 6,8] %Nekrose fiir Sham vs. OP,
p=0,850) (Abb. 4.20A). Zudem wiesen Plaques der Tiere mit praoperativ hohem Treg-Level,
verglichen mit jenen anti-CD25-behandelter Tiere, einen niedrigeren Nekrosegehalt auf (p=0,041).
Unter Bericksichtigung der PBS-Gruppe konnte jedoch kein Effekt des praoperativen Treg-Levels auf
den postoperativen Nekroseanteil atherosklerotischer Plagques nachgewiesen werden (p=0,052)

(Abb. 4.20B, Tab. 4.9)).
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Abbildung 4.20. Effekt perioperativen Stresses auf Nekroseanteil atherosklerotischer Plaques in
Abhdngigkeit des praoperativen Treg-Levels. Dargestellt ist die Flache des nekrotischen Areals anteilig der
Gesamt-Plaqueflache. Schnittebenen mit Stenose <10% sowie mittels ROUT-Methode identifizierte AusreiBer
wurden aus der Analyse ausgeschlossen. GruppengréfRen reduzierten sich entsprechend auf n=6-8. Der
statistische Vergleich von Sham- (weil}) und OP-Tieren (grau) erfolgte mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-
Test (p<0,05). (A) postoperative %Nekrose, (B) Masson-Goldner Trichrome-gefdrbte Plagues der Sham- bzw.
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OP-Interventionsgruppen mit reprasentativem Nekroseanteil (NC); Messbalken entsprechen 100 um. PBS:
phosphatgepufferte Salzlésung, Ig: Immunglobulin, CD25: cluster of differentiation 25, IL-2: Interleukin-2.

Tabelle 4.9. Statistischer Vergleich der OP-Interventionsgruppen hinsichtlich des postoperativen
nekrotischen Plaqueareals in Abhadngigkeit praoperativer Treg-Level. Der Vergleich zweier OP-
Interventionsgruppen wurde mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt; der der OP-Gruppen
untereinander mittels Kruskal-Wallis Test (Signifikanzniveau p<0,05).

(:EZ) a"(t:f;zs ""2/(::;')' 21 pps v?. anti- PBg vs. anti-cggs vs.
cD25 IL-2/anti-IL-2 IL-2/anti-IL-2
11[5,2; 14] 10 [5,4; 15] 5,0 [0,5; 6,8] 0,937 0,059 0,041
Kruskal-Wallis-Test p=0,052

4.3.3.2 Abnahme des Kollagengehaltes atherosklerotischer Plaques durch perioperativen Stress

Kollagen verleiht atherosklerotischen Lasionen Stabilitait und Widerstandsfahigkeit gegeniber
Scherkraften und Rupturen (Rekhter 2002). Tregs konnen den Kollagengehalt indirekt durch
Aktivierung der Kollagensynthese in SMCs sowie durch Inhibierung des Kollagenabbaus beeinflussen

(Grainger David 2004; Maganto-Garcia et al. 2011).
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Abbildung 4.21. Masson-Goldner Trichrome-Farbung zur Analyse des Kollagengehaltes atherosklerotischer
Plaques nach perioperativem Stress und in Abhangigkeit des praoperativen Treg-Levels. Plaque-
Kollagengehalt entspricht Lichtgriin-positiver Flache anteilig der Gesamt-Plaqueflache. Schnittebenen mit
Stenose <10 % sowie mittels ROUT-Methode identifizierte Ausreifer wurden aus der Analyse ausgeschlossen;
GruppengroBen reduzierten sich entsprechend auf n=6-8. Der statistische Vergleich von Sham- (weil8) und OP-
Tieren (grau) erfolgte mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test (p<0,05). (A) Postoperativer Kollagengehalt,
(B) Masson-Goldner Trichrome-gefdrbte Plaques Shame-intervenierter bzw. operierter Tiere mit
reprasentativem %Kollagen (Pfeile); Messbalken entsprechen 100 um. PBS: phosphatgepufferte Salzlosung, Ig:
Immunglobulin, CD25: cluster of differentiation 25, IL-2: Interleukin-2.

Perioperativer Stress fiihrte in anti-CD25-behandelten Tieren mit praoperativ niedrigem Treg-Level
zu einer Reduktion des Plaque-Kollagengehaltes um etwa 30 % verglichen mit der Sham-
Interventionsgruppe (20 [17; 24] vs. 14 [9; 20] %Kollagen fiir Sham vs. OP, p=0,032). In Tieren mit
praoperativ_hohem Treg-Level (IL-2/anti-IL-2) fihrte perioperativer Stress ebenfalls zu einer
Abnahme des Kollagengehaltes um knapp 20 % (26 [23; 30] vs. 21 [20; 24] %Kollagen fiir Sham vs.
OP, p=0,029). PBS-behandelte Tiere tendierten gleichermallen zur Abnahme des Plaque-
Kollagengehaltes nach OP (17 [15; 22] vs. 14 [9; 20] %Kollagen fiir Sham vs. OP, p=0,240) (Abb.
4.21A+B), erreichten jedoch kein statistisches Signifikanzniveau (p<0,05). Verglich man die OP-
Interventionsgruppen untereinander, wiesen IL-2/anti-IL-2-behandelte Tiere gegeniiber anti-CD25-
behandelten Tieren einen héheren Kollagengehalt atherosklerotischer Plaques auf (p=0,029). Unter
Berlicksichtigung der PBS-Gruppe konnte jedoch kein Effekt des praoperativen Treg-Levels auf den

postoperative Plaque-Kollagengehalt nachgewiesen werden (p=0,051) (Tab. 4.10).

Tabelle 4.10. Statistischer Vergleich der OP-Interventionsgruppen hinsichtlich des postoperativen Plaque-
Kollagengehaltes in Abhdngigkeit praoperativer Treg-Level. Der Vergleich zweier OP-Interventionsgruppen
wurde mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt; der der OP-Gruppen untereinander mittels
Kruskal-Wallis Test (Signifikanzniveau p<0,05).

(:SZ) an(t;—fé))ZS 'L'Z/(E:;')' 21 pps vsp. anti- PB: vs. anti-cggs vs.
cD25 IL-2/anti-IL-2 IL-2/anti-IL-2
14 [8,9; 20] 14 [9,2; 20] 21 [20; 24] >0,999 0,081 0,029
Kruskal-Wallis-Test p=0,051

4.3.3.3 Effekt perioperativen Stresses auf a-SMCs und Anzahl verdeckter fibroser Kappen bei

praoperativ moduliertem Treg-Level

Um zu untersuchen, ob der erhéhte Plaque-Kollagengehalt in Tieren mit praoperativ hohem Treg-
Level auf die Zunahme Kollagen-sezernierender und Plaque-stabilisierender SMCs zurlickzufiihren ist,
wurden a-SMCs mittels Immunfluoreszenz-Farbung detektiert. Anhand dieser wurde zudem die

Anzahl verdeckter fibroser Kappen als Zeichen vergangener Plaquerupturen bestimmt.
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Abbildung 4 22. Effekt perioperativen Stresses auf den Gehalt glatter Muskelzellen und verdeckter fibroser
Kappen in atherosklerotischen Plaques in Abhangigkeit des praoperativen Treg-Levels. Glatte Muskelzellen
entsprechen Alexa488-positiver Flache anteilig der Gesamt-Plaqueflache. Schnittebenen mit Stenose <10 %
sowie mittels ROUT-Methode identifizierte AusreiRer wurden aus der Analyse ausgeschlossen; GruppengréRen
reduzierten sich entsprechend auf n=6-8. Der statistische Vergleich von Sham- (weiR) und OP-Tieren (grau)
erfolgte mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test (p<0,05). (A) Postoperativer Anteil glatter Muskelzellen an
Plaqueflache, (B) Anzahl verdeckter fibroser Kappen (FCs), (C) anti-Actin-immunfluoreszenzgefarbte Plaques
Sham-intervenierter bzw. operierter Tiere mit reprdsentativer Anzahl verdeckter fibréser Kappen (Pfeile);
Messbalken entsprechen 100 um. PBS: phosphatgepufferte Salzlosung, Ig: Immunglobulin, CD25: cluster of
differentiation 25, IL-2: Interleukin-2.
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Unabhangig des prdoperativen Treg-Levels filihrte perioperativer Stress in keiner der
Behandlungsgruppen zu einer Veranderung des relativen SMC-Anteils an der Gesamt-Plaqueflache
(PBS: p=0,731, anti-CD25: p=0,950, anti-IL.-2: p=0,805) (Abb. 4.22A). Auch zwischen den OP-
Interventionsgruppen konnte kein Unterschied im postoperativen SMC-Gehalt nachgewiesen werden

(p=0,307) (Tab. 4.11).

In Tieren mit praoperativ reduziertem Treg-Level (anti-CD25) flihrte perioperativer Stress numerisch
zu einer Verdopplung der Anzahl verdeckter fibroser Kappen (1 [0; 1] vs. 2 [1;3] fur Sham vs. OP),
verfehlte mit p=0,061 jedoch das statistische Signifikanzniveau von a<0,05. Dieser Effekt wurde in
PBS- (p=0,734) und IL-2/anti-IL-2-behandelten Tieren (p>0,999) nicht beobachtet. Postoperativ
wiesen Plaques anti-CD25-behandelter Tiere verglichen mit der PBS-Interventionsgruppe eine
tendenziell héhere Anzahl verdeckter fibroser Kappen auf (p=0,053). Jedoch konnte unter Einbezug
IL-2/anti-IL-2-behandelter Tiere zwischen den OP-Interventionsgruppen kein Unterschied in der

Anzahl verdeckter fibréser Kappen nachgewiesen werden (Tab. 4.11).

Tabelle 4.11. Statistischer Vergleich der OP-Interventionsgruppen hinsichtlich des postoperativen relativen
Anteils glatter Muskelzellen (SMCs) an der Gesamt-Plaquefldche und der Anzahl verdeckter fibréser Kappen
(FCs) in Abhangigkeit des praoperativen Treg-Levels. Der Vergleich zweier OP-Interventionsgruppen wurde
mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt; der der OP-Gruppen untereinander mittels Kruskal-
Wallis Test (Signifikanzniveau p<0,05).

. IL-2/
(:SZ) a"(tr':gzs anti-IL-2 PB;O vs. PBE vs. anti-ng.S vs.
(n=7) anti-CD25  IL-2/anti-IL-2 IL-2/anti-IL-2

%SMC

[Alexad8s- 8,9[4,9;11] 4,4[3,6;6,6] 7,8[2,1;8,3] 0,093 0,445 0,836
positives Areal] Kruskal-Wallis-Test p=0,307
Anzahl 11[0; 1] 2[1;3] 2[0; 2] 0,053 0,604 0,302
verdeckter FCs Kruskal-Wallis-Test p=0,204

4.3.3.4 Kein Effekt perioperativen Stresses auf Lipidgehalt und Zellularitiat atherosklerotischer

Plaques unabhiangig praoperativer Treg-Level

Ein hoher Lipidgehalt sowie geringe Zellularitat kennzeichnen instabile atherosklerotische Lasionen
(Rekhter 2002; Seimon und Tabas 2009). Tregs sind in der Lage die Schaumzellbildung und -apoptose
zu supprimieren und infolgedessen die Zellularitdt zu steigern (Lin et al. 2010). Zudem fiihrt der
adoptive Transfer von Tregs zur dosisabhdngigen Senkung von Lipidablagerungen in

atherosklerotischen Plaques (Meng et al. 2013).

In allen drei Interventionsgruppen konnte unabhdngig des prdoperativen Treg-Levels kein
Unterschied im Lipidgehalt (PBS: p=0,240; anti-CD25: p=0,491; anti-IL-2: p=0,867; Abb. 4.23A) oder
der Zellularitdt (PBS: p=0,699; anti-CD25: p=0,142; anti-IL.-2: p=0,463; Abb. 4.23B) zwischen

operierten und Sham-intervenierten Tieren gezeigt werden. Zudem unterschieden sich die OP-
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Interventionsgruppen untereinander hinsichtlich ihres postoperativen Lipidgehaltes (p=0,226) und

der Zellularitat (p=0,140) atherosklerotischer Plaques nicht (Abb. 4.23C, Tab. 4.12). Es konnte kein

Effekt des praoperativen Treg-Levels nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.23. Olrot-Firbung zur Analyse von Lipidgehalt und Zellularitit atherosklerotischer Plaques nach
perioperativem Stress und in Abhingigkeit des prdoperativen Treg-Levels. Lipidgehalt entspricht Olrot-
positiver Flache, Zellularitit der Hamalaun-positiven Flache jeweils anteilig der Gesamt-Plaqueflache.
Schnittebenen mit Stenose <10% wurde in der Analyse nicht bertcksichtigt; GruppengréRen reduzierten sich
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entsprechend auf n=6-8. Der Vergleich zwischen operierten (grau) und Sham-operierten (weill) Tieren erfolgte
mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test (Signifikanzniveau p<0,05). (A) Postoperativer Lipidgehalt, (B)
postoperative Zellularitdt, (C) Olrot-gefirbte Plaques der Sham- bzw. OP-Interventionsgruppen mit
reprasentativem %Lipidgehalt; Messbalken entsprechen 100 um. PBS: phosphatgepufferte Salzldsung, Ig:
Immunglobulin, CD25: cluster of differentiation 25, IL-2: Interleukin-2.

Tabelle 4.12. Statistischer Vergleich der OP-Interventionsgruppen hinsichtlich des postoperativen Plaque-
Lipidgehaltes und der Zellularitat in Abhangigkeit praoperativer Treg-Level. Der Vergleich zweier OP-
Interventionsgruppen wurde mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt; der der OP-Gruppen
untereinander mittels Kruskal-Wallis Test (Signifikanzniveau p<0,05).

. IL-2
(:EZ) an(t:\-f(ls))zs anti-l(—Z Psgvs. PBE\{S. anti-CBZ.S Vs.
(n=8) anti-CD25  IL-2/anti-IL-2 IL-2/anti-IL-2

%Lipide 36[25;52]  25[23;31]  38[25; 48] 0,132 0,949 0,181
Kruskal-Wallis-Test p=0,226

Zellularitét

(%Hamalaun- 58(3,9;8,4] 3,8[2,7;50] 5,6[4,0;7,2] 0,093 0,950 0,108

positives Areal] Kruskal-Wallis-Test p=0,140

4.3.3.5 Kein Effekt perioperativen Stresses auf postoperatives Plaguevolumen unabhangig

praoperativer Treg-Level

Durch Laparotomie und Blutentnahme induzierter perioperativer Stress fiihrte unabhangig der Treg-
modulierenden Behandlung zu keiner Veranderung des postoperativen Plaquevolumens verglichen
mit der jeweiligen Sham-Interventionsgruppe. In PBS-behandelten Tieren fiihrte die OP zu numerisch
kleineren Plaguevolumina (50 [7,9; 88] vs. 20 [3,6; 76] x10°2 mm? fir Sham vs. OP, p=0,574).
Operierte und Sham-operierte Tieren mit prdoperativ reduziertem (anti-CD25, 51 [20; 115] vs. 40
[4,8; 63] x10° mm?3 fiir Sham vs. OP, p=0,328) bzw. erhdhtem Treg-Level (IL-2/anti-IL-2, 18 [3,9; 46]
vs. 30 [12; 35] X103 mm3 Sham vs. OP, p=0,613) wiesen vergleichbare postoperative Plaquevolumina
auf (Abb. 4.24A). Der Vergleich der OP-Interventionsgruppen untereinander zeigte keinen
Unterschied zwischen postoperativen Plaquevolumina in Abhangigkeit des praoperativen Treg-Levels
(p=0,980). Ahnliche Effekte wurden fiir die prozentuale Stenose, definiert als relativer Anteil der
Plagueflaiche am Gesamtlumen, beobachtet. In allen drei Interventionsgruppen glichen sich Sham-
und OP-Tiere im AusmaR ihrer postoperativen %Stenose (PBS: p=0,536; anti-CD25: p=0,505; IL-
2/anti-1L2: p=0,382). Zwischen den OP-Gruppen konnte ungeachtet des prioperativen Treg-Levels
kein Unterschied in der %Stenose nachgewiesen werden (p=0,852) (Abb. 4.24B+C, Tab. 4.13).
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Abbildung 4.24. Effekt perioperativen Stresses auf postoperatives Plaquevolumen und %Stenose in
Abhingigkeit des praoperativen Treg-Levels. Atherosklerotische ApoE”* Mause mit praoperativ moduliertem
Treg-Level (n=7-8 pro Gruppe) wurden nach neunwdchiger cholesterinreicher Didt dem perioperativen
Stressmodell (grau) bzw. der Sham-Intervention (weiB) unterzogen. Es folgte die histomorphologische
Begutachtung atherosklerotischer Plaques der Brachiozephalarterien am dritten postoperativen Tag. Mittels
ROUT-Methode identifizierte Ausreiler wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Gruppenvergleiche zwischen
Sham- und OP-Tieren erfolgten mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test (p<0,05). (A) Postoperatives
Plaguevolumen, (B) %Stenose und (C) HE-gefarbte Plagues Sham-intervenierter bzw. operierter Tiere mit
reprasentativer %Stenose; Messbalken entsprechen 100 um. PBS: phosphatgepufferte Salzlésung, Ig:
Immunglobulin, CD25: cluster of differentiation 25, IL-2: Interleukin-2.
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Tabelle 4.13. Statistischer Vergleich der OP-Interventionsgruppen hinsichtlich des postoperativen
Plaguevolumens und der relativen Stenose in Abhingigkeit praoperativer Treg-Level. Der Vergleich zweier
OP-Interventionsgruppen wurde mittels zweiseitigem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt; der der OP-Gruppen
untereinander mittels Kruskal-Wallis Test (Signifikanzniveau p<0,05).

. . ] ] p
(:?Z) an(t:]-_c;zs 'L'Z/(:T;')' "2 1 pasys, PBSvs.  anti-CD25 vs.
- - " anti-CD25  IL-2/anti-IL-2  IL-2/anti-IL-2
Plaquevolumen ) ] )
(1L0° mm?] 20[3,6;76] 40 [4,8; 63] 30 [12; 35] >0,999 0,779 0,955

Kruskal-Wallis-Test p=0,980

%Stenose 12 [4,4;42] 23]5,6; 35] 24 [12; 34] 0,879 0,574 0,879
Kruskal-Wallis-Test p=0,852

Zusammenfassend lieR sich kein Effekt von perioperativem Stress auf das Volumen, den Lipidgehalt,
sowie die Zellularitat atherosklerotischer Lasionen in Abhdngigkeit des praoperativen Treg-Levels
nachweisen. Ungeachtet des prdoperativen Treg-Levels konnte eine Reduktion des Kollagengehaltes
durch den chirurgischen Stimulus und die Blutentnahme gezeigt werden. Dieser ging nicht mit einer
Abnahme glatter Muskelzellen einher. Tiere mit prdoperativ niedrigem Treg-Level wiesen
postoperativ einen héheren Plague-Nekroseanteil sowie eine numerisch hohere Anzahl verdeckter
fibroser Kappen auf. Zudem waren praoperativ hohe Treg-Level mit einer tendenziell stabileren
Plaguearchitektur assoziiert, die sich in Form eines numerisch hoheren Kollagengehaltes sowie in
einem niedrigeren Nekroseanteil gegeniliber der anderen OP-Interventionsgruppen darstellte. Dies
konnte auf einen protektiven Effekt praoperativ hoher Treg-Level auf die perioperativ-bedingte

Plaguedestabilisierung hindeuten.
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5. DISKUSSION

Medizinischer Fortschritt und Weiterentwicklungen des chirurgischen und anasthesiologischen
Patienten-Managements flihrten in den vergangenen Jahren zu einer insgesamt riicklaufigen Inzidenz
kardiovaskularer Komplikationen nach elektiven, nicht-kardiochirurgischen Operationen (Smilowitz
et al. 2017). Nichtsdestotrotz stellen sie weiterhin eine der Hauptursachen fiir perioperative
Morbiditdt und Letalitdt dar (Devereaux et al. 2017; Puelacher et al. 2018). Die Ursachen
perioperativer Plaquerupturen sind multifaktoriell, jedoch scheinen durch perioperativen Stress
induzierte immunologische Vorgange eine maligebliche Rolle in der perioperativen
Plaquedestabilisierung einzunehmen (Fuijkschot et al. 2016; Janssen et al. 2015). Die vorliegende
Arbeit dokumentiert die Bedeutung einzelner Zellpopulationen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems in der Entstehung und Pradiktion kardiovaskularer und zerebrovaskularer Ereignisse

in nicht-kardiochirurgischen Risikopatienten.

5.1 Selektive Zunahme einzelner atherogener Leukozyten-Subpopulationen wahrend

nicht-kardiochirurgischer Operationen

Ziel der prospektiven LeukoKAPE-1 Studie war die Untersuchung des Effektes perioperativen Stresses
auf die Kinetik einzelner Immunzellpopulationen und deren Bedeutung in der Entstehung

kardiovaskularer und zerebrovaskularer Komplikationen nach nicht-kardiochirurgischen Operationen.

Die Kohorte entwickelte unter dem Einfluss perioperativen Stresses eine inflammatorische
Immunreaktion, die sich in Form erhdhter Leukozyten- und Monozyten-Werte manifestierte.
Ahnliche Effekte wurden in kardiochirurgischen Patienten beobachtet (Mossanen et al. 2020). Aus
prospektiven kardiologischen Studien geht hervor, dass beide Populationen langfristig mit einer
erhohten Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse einhergehen (Kim et al. 2017; Yamamoto et al. 2016).
Es ist anzunehmen, dass der Anstieg des Gesamt-Leukozyten-Wertes auf eine Zunahme Neutrophiler
Granulozyten zurickzufihren ist. Diese bilden mit 50-70 % die haufigste Leukozyten-Population und
gehoren zu den ersten Mediatoren, die im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr rekrutiert
werden (Wang und Arase 2014). Ein rascher perioperativer Neutrophilen-Anstieg wurde mehrfach
demonstriert (Gawdat et al. 2017; Kim et al. 2011; Mossanen et al. 2020). Der in LeukoKAPE-1
beobachtete perioperative Monozyten-Anstieg resultierte wiederum aus der konsekutiven Zunahme
klassischer und intermedidarer Monozyten und steht im Einklang mit den Beobachtungen
vergleichbarer Arbeiten (Mossanen et al. 2020; Schauer et al. 2014). Beide Populationen wurden in
prospektiven Langzeitstudien mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko assoziiert (Berg et al.
2012; Hopfner et al. 2019; Rogacev et al. 2012). Nicht-klassische Monozyten sanken hingegen

kurzzeitig, kehrten am ersten postoperativen Tag jedoch auf ihren Ausgangswert zurlick. Mossanen
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et al. beobachteten ebenfalls eine perioperative Abnahme des nicht-klassischen Monozyten-Wertes.
Diese blieb jedoch bis Ende des Beobachtungszeitraumes einschlieRlich des vierten postoperativen
Tages bestehen (Mossanen et al. 2020). Eine weitere kardiochirurgische Studie demonstrierte einen
perioperativen Shift klassischer Monozyten in Richtung CD16-exprimierender intermediarer und
nicht-klassischer Monozyten (Gawdat et al. 2017). Die Rolle nicht-klassischer Monozyten in der
Atherogenese ist unklar. In unterschiedlichen Studien wurden ihnen sowohl atherogene als auch

protektive Effekte zugeschrieben (Rogacev et al. 2010; Urbanski et al. 2017; Urra et al. 2009).

Die durch perioperativen Stress induzierte Dynamik stellte ein spezifisches Phanomen dar, welches
sich auf einzelne Immunzellpopulationen beschrankte. Lymphoide Populationen blieben gegentliber
ihren praoperativen Ausgangswerten konstant; eine Beobachtung, die sich von anderen relevanten
Arbeiten unterscheidet. Patientinnen, die sich einer Laparoskopie-assistierten Hysterektomie
unterzogen, wiesen postoperativ eine Verminderung peripherer Lymphozyten auf (Kim et al. 2011).
Eine dhnliche Tendenz zeichnete sich auch in Patienten der LeukoKAPE-1 Kohorte ab, erreichte
jedoch kein statistisches Signifikanzniveau. Andere Studien demonstrieren eine perioperative
Abnahme von T-Lymphozyten, die auf eine gesteigerte Apoptose-Rate bei gleichzeitig verminderter
Proliferation zuriickgefiihrt werden konnte (Hensler et al. 1997; Koerner et al. 2008). Altere,
funktionelle Untersuchungen sowie eine kardiochirurgische Studie suggerieren zudem eine
Verschiebung des TH1/TH2-Gleichgewichts in Richtung TH2 (Brune et al. 1999; Decker et al. 1996;
Markewitz et al. 2001). Diese Beobachtung konnte anhand des LeukoKAPE-1 Kollektivs nicht
repliziert werden (Daten nicht gezeigt). In viszeral-chirurgischen Patienten wurde eine Reduktion des
relativen Anteils natlrlicher Killer-Zellen beschrieben (Decker et al. 2005). In Ratten fiihrte der
chirurgische Stimulus zu einem markanten Anstieg der NK-Aktivitat. Der beobachtete Effekt wurde
durch die Verwendung von Analgetika, insbesondere durch Fentanyl, wiederum inhibiert (Forget et
al. 2010). Diese und andere Arbeiten demonstrieren die vielseitigen, teils konkurrierenden Effekte
der unterschiedlichen Kausalfaktoren perioperativen Stresses und stellen eine mogliche Ursache
diskrepanter Ergebnisse dar. Sowohl die Wahl des Anasthetikums und Analgetikums, der Einsatz
mechanischer Beatmung und Blutprodukten als auch die Schwere des chirurgischen Eingriffes
bestimmen die Intensitat der perioperativen Stressantwort. Unterschiede zwischen LeukoKAPE-1 und

anderen Studien sind naheliegend.

Die markante Suppression der monozytaren HLA-DR-Expression suggeriert die Ausbildung einer
postoperativen Immunparalyse, die in der vorgelegten Untersuchung bereits sechs Stunden nach
Hautschnitt einsetzte. Der durch einen operativen Eingriff induzierte transiente Verlust der
Immunkompetenz wurde bereits mehrfach beschrieben (Decker et al. 2005; Markewitz et al. 2001).
Untersuchungen viszeral-chirurgischer Patienten zeigen einen direkten Zusammenhang zwischen

dem Umfang der HLA-DR-Reduktion und der GroRe des operativen Eingriffes (Koerner et al. 2008;
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Ordemann et al. 2001). Gleichzeitig korreliert das Ausmal der Immunparalyse, bedingt durch die
gesteigerte Anfalligkeit des Patienten gegeniiber opportunistischen Infektionen, mit der Inzidenz
septischer Komplikationen (Heidecke et al. 2000; Hensler et al. 1997). Bleibt dieser Zustand uber
einen postoperativen Zeitraum von zwei Tagen aufrechterhalten, steigt das Risiko post-traumatischer
Komplikationen abermals deutlich an (Heidecke et al. 2000; Klava et al. 1997). Trotz reduzierter HLA-
DR-Expression weisen Monozyten eine stabile antigenprasentierende Kapazitit auf. Die
postoperative Immunsuppression sei folglich weniger auf eine eingeschrankte Monozytenfunktion

als auf eine defekte T-Zell-Antwort zurtickzufiihren (Heidecke et al. 1999).

Der Schweregrad kardiovaskuldrer Erkrankungen ist wiederum mit der HLA-DR-Expression von T-
Lymphozyten assoziiert (Neri Serneri et al. 1997). Wakefield et al. beobachteten zudem einen Anstieg
aktivierter, HLA-DR-exprimierender CD3* T-Lymphozyten wahrend eines elektiven, nicht-kardialen
Eingriffes. Die mittlere HLA-DR Fluoreszenzintensitat stieg jedoch ausschlieBlich in Patienten, die eine
postoperative infektiose Komplikation entwickelten (Wakefield et al. 1993). In LeukoKAPE-1 lie8 sich
perioperativ keine Veranderung der HLA-DR-Expression auf cytotoxischen T-Lymphozyten und TH-
Zellen nachweisen. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass eine Stratifikation der Patienten
hinsichtlich postoperativer infektioser Komplikationen den von Wakefield beschriebenen Effekt

hervorgebracht hatte.

Die Untersuchung an 38 kardialen Risikopatienten zeigte eine selektive Zunahme einzelner
atherogener Immunzellpopulationen wahrend nicht-kardiochirurgischer Operationen und bildet eine
mogliche Erklarung flr die perioperativ beobachtete inflammatorische Veranderung
atherosklerotischer Plaques in dessen Folge es zur Entwicklung kardiovaskuldrer und
zerebrovaskularer Komplikationen kommen kann. Limitationen der LeukoKAPE-1 Studie bestehen in
der geringen Anzahl eingeschlossener Patienten, von denen lediglich fiinf einen primaren Endpunkt
erreichten. Dies schrankt die Moglichkeiten einer multivariaten Analyse erheblich ein, sodass
Subgruppen-spezifische Untersuchungen nicht sinnvoll angewendet werden konnten. Dartber hinaus
setzte sich das Studienkollektiv sowohl aus allgemein-, viszeral- und gefaRchirurgischen Patienten
zusammen. Da die perioperative Immunantwort in Abhdngigkeit der Grole des vorgenommenen
operativen Eingriffes variiert, ist nicht auszuschlieBen, dass der Effekt in der einen oder anderen
Subgruppe mehr oder minder ausgepragt vorlag (Torres et al. 2007). Zudem Uberwog die Anzahl
mannlicher Studienteilnehmer mit Gber 80 %. Es gibt Hinweise darauf, dass sich die perioperative
Immunantwort zwischen den Geschlechtern hormonell bedingt unterscheidet (Angele und Chaudry
2005). Prinzipiell sollte die Verwendung sogenannter TruCount Beads (BD Biosciences) oder
vergleichbare Alternativen anderer Anbieter zur Bestimmung absoluter Zellzahlen der Kombination
von durchflusszytometrischen Daten und Differentialblutbildern vorgezogen werden. In Anbetracht

der Anzahl analysierter Proben schien dies aus 6konomischer Sicht nicht gerechtfertigt. Vor diesem



-102 - 5. Diskussion

Hintergrund sollten die erzielten Ergebnisse als explorativ betrachtet werden. Nichtsdestotrotz
handelt es sich um die erste prospektive Studie, die einen umfassenden Einblick in die Kinetik
unterschiedlicher Leukozyten-Subpopulationen wahrend nicht-kardiochirurgischer Operationen in

kardiovaskularen Risikopatienten gewahrt.

5.2 Perioperativer Anstieg des Monozyten-Aktivierungsmarkers PSEP in MACCE-Patienten

In kardiochirurgischen Patienten korreliert die perioperative Zunahme intermediarer Monozyten mit
einer gesteigerten Inzidenz extrakardialer Komplikationen, darunter postoperatives Delir und akutes
Nierenversagen, jedoch nicht mit kardiovaskularen Ereignissen (Mossanen et al. 2020). Stratifizierte
man die Patienten der LeukoKAPE-1 Kohorte nach dem Auftreten des primaren Endpunktes MACCE,
wurde deutlich, dass sich der perioperativ beobachtete Anstieg atherogener klassischer und
intermedidarer Monozyten auf Patienten, die den Endpunkt nicht erreichten, beschrankte. Die
Zunahme klassischer Monozyten korrelierte indessen negativ mit der Inzidenz perioperativer
kardiovaskularer Komplikationen. Fiir intermedidare Monozyten zeigte sich ein dhnlicher Trend, der
jedoch kein statistisches Signifikanzniveau erreichte. Parallel dazu wiesen MACCE-Patienten einen
signifikant starkeren Anstieg des Monozyten-Aktivierungsmarkers PSEP am ersten postoperativen
Tag auf. Dem ausbleibenden Monozyten-Anstieg bei gleichzeitig hoher PSEP-Konzentration kénnen
zwei Ursachen zugrunde liegen. Einen moglichen Erklarungsansatz bilde die gesteigerte klassische
Monozyten-Aktivierung in MACCE-Patienten, in dessen Folge die Plasma-PSEP-Konzentration
anstiege. Die Quantifizierung zirkulierender Monozyten-Subtypen gabe dies jedoch nicht her, da die
Zellen vermehrt aus den BlutgefaBen in entziindliches Gewebe Ubertraten und lokal die
Plagueprogression vorantrieben. Unter Berlicksichtigung der in LeukoKAPE-2 generierten Daten, die
einen gleichermalBen starken Anstieg der PSEP-Konzentration in Patienten mit und ohne MACCE
indizieren, ist eine Monozyten-Aktivierung, die sich auf MACCE-Patienten beschrankt, weniger
wahrscheinlich. Einen alternativen Erklarungsansatz bote die de novo Synthese von sCD14 durch
Hepatozyten. Bas et al. demonstrierten eine IL-6-induzierte Neosynthese von sCD14 durch
Hepatozyten dhnlich derer von Akute-Phase-Proteinen (Bas et al. 2004). Da die inflammatorische
Reaktion des Korpers im Rahmen der perioperativen Stressantwort ebenfalls durch die Ausschittung
von IL-6 charakterisiert ist (Desborough 2000; Janssen et al. 2015), ist ein perioperativer, akuter
PSEP-Anstieg, der auf das von Hepatozyten freigesetzte und zu PSEP prozessierte sCD14
zurtckzufihren ist, denkbar. Warum MACCE-Patienten der LeukoKAPE-1 Kohorte einen starkeren
perioperativen PSEP-Anstieg verglichen mit Patienten ohne Endpunkt zeigen, lasst sich anhand der

vorliegenden Daten nicht abschlielRend klaren.



- 103 - 5. Diskussion

5.3. Praoperatives PSEP zur perioperativen kardiovaskuldren Risikopradiktion

MACCE-Patienten wiesen bereits praoperativ erhohte PSEP-Konzentrationen auf. Ob praoperatives
PSEP, als Indikator der inflammatorischen Pradisposition eines Patienten, mit dem Auftreten
kardiovaskularer und zerebrovaskuldarer Komplikationen nach nicht-kardiochirurgischen Operationen
korreliert und einen additiven Nutzen fir die praoperative kardiovaskuldre Risikopradiktion hat,
wurde im Rahmen einer post-hoc Analyse des LeukoKAPE-1 Datensatzes evaluiert und anhand der
LeukoKAPE-2 Kohorte verifiziert. In beiden Studien wiesen Patienten, die den primaren Endpunkt
MACCE erreichten, praoperativ erhohte PSEP-Konzentrationen auf. Zudem war praoperatives PSEP
oberhalb des in LeukoKAPE-1 abgeleiteten Cut-offs von 184 pg/ml unabhingig mit perioperativem
MACCE assoziiert. In LeukoKAPE-1 wiesen Sensitivitats- und Reklassifizierungsanalysen auf einen
prognostischen Mehrwert prdoperativen PSEPs fiir die kardiovaskuldre Risikostratifizierung hin.

Dieser konnte in LeukoKAPE-2 wiederum nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Die praoperative Beurteilung des kardiovaskuldaren Risikos eines Patienten vor elektiven,
chirurgischen Eingriffen ist von zentraler Bedeutung in der leitliniengerechten Behandlung von
Patienten. Gangige Modelle zur kardiovaskularen Risikoevaluierung umfassen, je nach
Fachgesellschaft, die Erhebung kardiovaskularer Risikoindizes sowie kardialer Biomarker-

Konzentrationen (Duceppe et al. 2017; Fleisher et al. 2014; Kristensen et al. 2014).

Klinische Risikoindizes, darunter der RCRI, basieren auf klinischen Risikofaktoren, die in kardialen
Risikopatienten eine Uberdurchschnittlich hohe Pravalenz haben (Lee et al. 1999b). In Konsequenz
dessen kommt es haufig zur Unterschatzung des kardiovaskuldren Risikos, so auch in LeukoKAPE-1
und -2. Die prognostische Gilite des RCRIs wies in beiden Kohorten eine schwache bis sehr schwache
Diskriminierung fir perioperativen MACCE auf (Gorenoi et al. 2009). Eine internationale,
multizentrische Kohorten-Studie an 432 nicht-kardiochirurgischen Patienten stellte die
prognostizierte Ereignisrate unter Verwendung des RCRIs der aufgetretenen Ereignisrate gegeniiber.
Im Ergebnis Uberstieg die Anzahl eingetretener vaskuldrer Ereignisse (6,3 %) die der prognostizierten
(1,0 %) um Faktor 6 [3,5; 9,7] (Devereaux et al. 2011a). Dieses Ergebnis konnte erst kirzlich repliziert
werden. In 870 Patienten des VISION-Kollektivs erreichte der RCRI eine Trennscharfe von AUC=0,60
[0,54; 0,65] und flhrte zu einer systematischen Unterschatzung des prognostizierten
kardiovaskularen Risikos (p<0,001) (Fronczek et al. 2019). Eine Metaanalyse fasste die Ergebnisse aus
24 Studien zusammen und berichtete eine moderate Trennschéarfe des RCRIs (AUC=0,64 [0,61; 0,68])
in gefdBchirurgischen Patienten (Ford et al. 2010). Neben der hohen Pravalenz kardiovaskuldrer
Risikofaktoren tragen weitere Faktoren zur geringen diskriminativen Fahigkeit des RCRI in kardialen
Risikopatienten bei. Der Index wurde 1999 im Rahmen einer monozentrischen Studie an 2893 nicht-

kardiochirurgischen Patienten im Alter von Uber 50 Jahren und unabhdngig des Vorliegens
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kardiovaskularer Vorerkrankungen abgeleitet. Zudem wurde er initial fir die Vorhersage
kardiovaskularer Ereignisse innerhalb eines Jahres nach stattgehabtem chirurgischem Eingriff, nicht
fir einen Beobachtungszeitraum von 30 Tagen entwickelt. Suprainguinale GefaBoperationen sowie
abdominelle und thorakale Eingriffe werden einheitlich als Hoch-Risiko Eingriff definiert und bilden
einen der sechs Pradiktoren, aus denen sich der RCRI berechnet. Fortschritte der Operationstechnik,
insbesondere der minimalinvasiven Chirurgie, werden nicht beriicksichtigt. Nicht zuletzt wurde die
Diagnose eines Mls zum Zeitpunkt der Entwicklung des RCRIs ausschlielllich auf Basis Ischamie-
typischer Symptome und neuaufgetretener EKG-Veranderungen getroffen (Lee et al. 1999b). Eine
Vielzahl aufgetretener Mls blieb infolgedessen unerkannt (Biccard und Rodseth 2011; Devereaux et

al. 2011b; Puelacher et al. 2018).

Kardiale Integritatsmarker fluhrten in den vergangenen Jahren zu einer wesentlichen Verbesserung
der Diagnose und Risikostratifizierung kardiovaskularer Erkrankungen (Duceppe et al. 2019; Weber et
al. 2013). Die Bestimmung kardialer Troponine und natriuretischer Peptide hat sich als fester
Bestandteil internationaler Leitlinien und klinischer Routine etabliert (Duceppe et al. 2017,
Kristensen et al. 2014). In LeukoKAPE-1 und -2 wies die Kombination von RCRI und NT-proBNP eine
unzureichende Diskrimination auf. Die zusatzliche Berlicksichtigung von hs-cTnT und PSEP fiihrte
hingegen zu einer signifikanten Verbesserung der RCRI-basierten Risikoprognose. Ein dhnliches Bild
zeigte sich in einer multizentrischen Kohorten-Studie. Weber et al. untersuchten den inkrementellen
Wert kardialer Biomarker gegeniber der RCRI-basierten Pradiktion kardiovaskularer Komplikationen
nach nicht-kardiochirurgischen Operationen. Unter Anwendung von Cut-offs erwies sich hs-cTnT
>14 ng/l als starkster Pradiktor des Endpunktes. NT-proBNP >300 ng/| fiihrte indessen zu keiner

signifikanten Verbesserung der Risikoprognose (Weber et al. 2013).

Eine wesentliche Einschrankung der praoperativen kardialen Biomarker-basierten Risikostratifikation
besteht jedoch im fehlenden Konsens hinsichtlich anzuwendender Schwellenwerte (Kavsak et al.
2011). Fur NT-proBNP reicht dieser in unterschiedlichen Studien und Empfehlungen von 35 bis
165 ng/l fir BNP bzw. 200 bis 300 ng/l fiir NT-proBNP (Devereaux 2018; Duceppe et al. 2017;
Rodseth et al. 2011). Aus diesem Grund wurde in der hier vorgelegten Arbeit auf die Verwendung
von Cut-offs verzichtet. Die hs-cTnT- und NT-proBNP-Konzentration wurden in Form metrisch
skalierter Variablen in die Analyse einbezogen. So ist nicht auszuschlieBen, dass die Wahl eines Cut-
offs abweichende Ergebnisse hervorgebracht hatte. Bei der Verwendung kardialer Troponine muss
zudem beriicksichtigt werden, dass sie zwar herz-, jedoch nicht infarktspezifisch sind. So liegen auch
bei anderen Krankheitsbildern, die mit einer Schadigung des Myokards einhergehen kénnen (z. B.
Lungenembolie, Aortendissektion, etc.), erhdhte Konzentrationen vor (Kontos et al. 2010). Dartber
hinaus konnten in den vergangenen Jahren eine Reihe extrakardialer Ursachen fiir abnorme

Konzentrationsanstiege kardialer Biomarker ausgemacht werden (Felker et al. 2006; Hamasaki 2016;
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Korff et al. 2006), deren Interpretation in der klinischen Praxis regelmaRig eine Herausforderung
darstellt. Unabhangig der zugrundeliegenden Pathophysiologie erwies sich die kardiale Biomarker-
Bestimmung in der Vergangenheit von inkrementeller Bedeutung fiir die Vorhersage perioperativer
kardiovaskularer Komplikationen nach nicht-kardialen Operationen (Karthikeyan et al. 2009; Nagele
et al. 2013). Aus diesem Grund besteht nur begrenzt Spielraum fir die Verbesserung der
prdaoperativen Risikoevaluierung durch Einbezug weiterer kardialer Biomarker, die lediglich in Folge
eines stattgehabten kardiovaskuldaren Ereignisses ansteigen, jedoch nicht ursachlich an der

Entstehung kardiovaskularer Komplikationen beteiligt sind.

Atherosklerose ist durch eine chronisch inflammatorische Immunantwort charakterisiert (Hansson
2005). Die Bestimmung inflammatorischer Biomarker ermdglicht die Beurteilung der Aktivitat und
Vulnerabilitat atherosklerotischer Plaques (Mangge et al. 2004). In den vergangenen Jahren konnten
eine Reihe groller, epidemiologischer und klinischer Studien einen Zusammenhang zwischen
systemisch messbaren Inflammationsmarkern und dem Auftreten kardiovaskuldarer Ereignisse
nachweisen (Held et al. 2017; Kaptoge et al. 2014). Monozyten und Makrophagen nehmen eine
zentrale Rolle in der Initiierung, Perpetuierung und Komplikation atherosklerotischer Lasionen ein
(Moroni et al. 2019). Die Aktivierung von Monozyten vom klassischen zum nicht-klassischen Subtyp
wird von der Freisetzung und Prozessierung des CD14-Rezeptors zu PSEP begleitet (Bazil und
Strominger 1991). PSEP gilt aus diesem Grund als Monozyten-Aktivierungsmarker (Shive et al. 2015),
der den inflammatorischen Status eines Patienten indiziert. Vor diesem Hintergrund gewann die
prdaoperative PSEP-Bestimmung fiir die Vorhersage perioperativer Komplikationen zunehmend an

Interesse.

In kardiochirurgischen Patienten (n=836) korreliert praoperatives PSEP unabhangig mit der
Gesamtmortalitat innerhalb eines postoperativen Beobachtungszeitraumes von 30 Tagen, sechs
Monaten und zwei Jahren. Dariiber hinaus wies praoperatives PSEP, verglichen mit herkdmmlichen
Inflammationsmarkern, darunter Procalcitonin, NT-proBNP und Cystatin C, die hochste Trennscharfe
auf (Bomberg et al. 2017). Die gleiche Kohorte (n=839) wurde zur Untersuchung der Assoziation
perioperativer PSEP-Konzentrationen und der |Inzidenz postoperativer nicht-okklusiver
Mesenterialischamie herangezogen. Patienten, die den Endpunkt erreichten, wiesen sowohl pra- als
auch postoperativ erhohte PSEP-Werte auf. Nach statistischer Berlicksichtigung zusatzlicher
perioperativer EinflussgroRen erwies sich postoperativ erhohtes PSEP als signifikanter Pradiktor des
Endpunktes (Stroeder et al. 2018). Weitere kardiochirurgische Studien zeigen eine Assoziation von
perioperativem PSEP-Anstieg mit dem Risiko postoperativer infektioser Komplikationen (Clementi et
al. 2019; Franekova et al. 2017; Popov et al. 2015). Zudem weisen Patienten mit STEMI, verglichen

mit Patienten ohne KHK, signifikant hohere PSEP-Konzentrationen auf (Caglar et al. 2017).
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Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse zeigen erstmals eine unabhadngige Assoziation
praoperativ erhohter PSEP-Konzentrationen und dem Auftreten kardiovaskuldrer und
zerebrovaskularer Ereignisse nach nicht-kardialen chirurgischen Eingriffen. In LeukoKAPE-1 erwies
sich PSEP zudem als wertvolles Prognoseinstrument, das die Risikopradiktion auf Basis von RCRI und
kardialen Biomarkern signifikant verbesserte. Der Cut-off von 184 pg/ml entspricht der oberen
Grenze des von Giavarina und Carta ermittelten Referenzbereiches (Giavarina und Carta 2015). In
kardiochirurgischen Patienten liegen die Cut-offs zur Vorhersage der perioperativen
Gesamtmortalitat zwischen 215 und 293 pg/ml (Bomberg et al. 2017); zur Pradiktion einer nicht-
okklusiven mesenterialen Ischamie bei 154 und 295 pg/ml, je nach Schwere des aufgetretenen
Ereignisses (Stroeder et al. 2018). In Sepsis-Patienten werden Schwellenwerte bis zu 907 pg/ml
verwendet (Memar und Baghi 2019); entsprechend Ubersteigen sie die Konzentration zur Vorhersage

perioperativer kardiovaskularer Komplikationen um ein Vielfaches.

Die Validierung des Cut-offs anhand der unabhangigen LeukoKAPE-2 Kohorte brachte eine deutlich
geringere prognostische Gite praoperativen PSEPs hervor. Auch Testcharakteristika wie Sensitivitat,
Spezifitat, positive und negative Pradiktionswerte blieben weit unterhalb denen der ersten Studie.
Mogliche Ursachen liegen im kleinen Stichprobenumfang der LeukoKAPE-1 Kohorte, anhand derer
der PSEP Cut-off abgeleitet wurde, begriindet. Zudem wiesen prdoperative PSEP-Konzentrationen
eine grofle interindividuelle Streuung auf. Vor diesem Hintergrund wurde erwartet, dass die
Ergebnisse der Validierungsanalyse schlechter ausfallen wirden. Ferner ist anzunehmen, dass die
niedrige Anzahl der Patienten, die den primaren Endpunkt erreichten (10 %), zum geringen positiven
Pradiktionswert beitrug. Andere relevante Studien beobachteten vergleichbare, wenn auch
geringfligig niedrigere Ereignisraten zwischen 6,9 und 7,7 % (Poise Study Group et al. 2008; Roshanov
et al. 2019). Die Anwendung unterschiedlicher Definitionen des Endpunktes schrankt die

Vergleichbarkeit zwischen Studien jedoch maRgeblich ein.

In LeukoKAPE-1 konnte ein prognostischer Mehrwert prdoperativen PSEPs gegeniliber eines
Referenzmodells bestehend auf RCRI, hs-cTnT und NT-proBNP mittels Reklassifizierungsanalysen,
nicht jedoch durch den Vergleich entsprechender ROC-Kurven nachgewiesen werden. Da das
Referenzmodell per se eine hohe diskriminative Fahigkeit erreichte, ist denkbar, dass durch Einbezug
der praoperativen PSEP-Konzentration keine signifikante Steigerung mehr erzielt werden konnte. In
LeukoKAPE-2 brachte sowohl PSEP als auch das Referenzmodell deutlich niedrigere Pradiktionswerte
hervor. Patienten mit und ohne perioperativen MACCE konnten unter Anwendung des
Referenzmodells nicht mehr differenziert werden. Dies steht im scheinbaren Widerspruch zur
Literatur, in der hs-cTnT (AUC=0,78) und NT-proBNP (AUC=0,71) eine vergleichsweise hohe
prognostische Gite fiir kardiovaskuldare Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen

aufweisen. Die Untersuchung umfasste Patienten ab einem Alter von 55 Jahren mit mindestens
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einem kardiovaskularen Risikofaktor. Vergleicht man die Basisdatencharakteristika beider
Studienkollektive, fallt jedoch auf, dass nur 25 % der Patienten an einer KHK litten (Weber et al.
2013). Zudem wiesen Patienten der LeukoKAPE-2 Studie hohere RCRIs und kardiale Biomarker-
Konzentrationen auf. Andere Untersuchungen an Patientenkollektiven mit vergleichbarer
Risikokonstellation weisen ebenfalls auf einen eingeschrankten prognostischen Nutzen der
praoperativen hs-cTnT-Bestimmung hin (Lee et al. 2019). Omland et al. zeigten zudem, dass hs-cTnT
keinen pradiktiven Wert fiir die Vorhersage von Mils in Patienten mit stabiler KHK hat (Omland et al.
2009). Eine weitere Studie an gefdRchirurgischen Patienten zeigte, dass die maximale Trennscharfe
durch Erfassung der perioperativen hs-cTnT-Zunahme, hingegen nicht durch eine einzelne

praoperative Messung erzielt wird (Gillmann et al. 2014).

In LeukoKAPE-2 zeigte die IDI-Analyse eine signifikante Verbesserung der Risikopradiktion auf Basis
des Referenzmodells unter zusatzlicher Berlicksichtigung praoperativen PSEPs. Dieses Ergebnis
konnte mittels NRI-Analyse nicht repliziert werden, zeigte jedoch, dass die verbesserte
Vorhersagegenauigkeit auf eine Reduktion falsch-positiv kategorisierter Patienten der Gruppe ohne
MACCE zuriickzufiihren war. Den indifferenten Ergebnissen beider Reklassifizierungsanalysen kénnen
vielfdltige Ursachen zugrunde liegen. Die Berechnung des NRI basiert auf der Einordnung von
Patienten in vordefinierte Risikokategorien (Pencina et al. 2008). Da kein allgemeiner Konsens tber
die Breite und Anzahl zu verwendender Risikoklassen herrscht, wurde die Wahl nach Arbeitsgruppen-
internem Bemessen getroffen. Nichtsdestotrotz beeinflusst die Festsetzung der Risikoklassen das
Ergebnis der Analyse malRgeblich. Eine unglinstige Wahl der Risikokategorien konnte den Effekt des
PSEP-assistierten Modells auf die Risikopradiktion nachteilig beeinflusst haben. Die IDI-Analyse
verzichtet auf die individuelle Einordnung der Patienten in Risikokategorien und basiert auf dem
Vergleich der mittleren prognostizierten Ereigniswahrscheinlichkeit des Referenzmodells gegeniiber
dem erweiterten Modell (Pencina et al. 2008). Kritiker beméangeln jedoch die klinische Relevanz
marginaler Risikoverschiebungen in Patienten mit minimalem oder von vornherein hohem

prognostiziertem Risiko (Kerr et al. 2014).

Die Konzentration von Plasmabiomarkern hangt stark vom Ausmal} der renalen Ausscheidung des
Proteins ab. Bereits milde Einschrankungen der Nierenfunktion konnen signifikante
Konzentrationsanstiege zur Folge haben (Chesnaye et al. 2019; Takase und Dohi 2014). Saito et al.
untersuchte die PSEP-Kinetik in Nierentransplantationspatienten. Gegenliber Patienten mit normaler
Nierenfunktion wiesen diese deutlich héhere PSEP-Werte auf. Nach Transplantation sank die
Konzentration wiederum stetig, was auf eine enge Assoziation PSEPs mit dem Nierenfunktionsstatus
hindeutet (Saito et al. 2016). In LeukoKAPE-1 wiesen Patienten, die den primaren Endpunkt
erreichten, ein fortgeschritteneres Niereninsuffizienzstadium sowie hohere Kreatinin-Werte auf. Ob

dies einen Effekt auf die Assoziation praoperativen PSEPs mit perioperativem MACCE austibte, lasst
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sich anhand des kleinen Studienkollektivs nicht nachvollziehen. In LeukoKAPE-2 wiesen Patienten mit
und ohne MACCE hingegen eine vergleichbare Nierenfunktion auf. Zudem konnte die multivariate
Analyse keine Assoziation des Niereninsuffizienzstadiums mit der Inzidenz des Endpunktes
nachweisen. In kardiochirurgischen Studien erwies sich PSEP ebenfalls als ein von der Nierenfunktion
unabhangiger Pradiktor von Tod und nicht-okklusiver Mesenterialischdmie (Bomberg et al. 2017,

Stroeder et al. 2018).

PSEP reflektiert den inflammatorischen Status eines Patienten und damit, so die Hypothese, seine
Neigung zur perioperativen Plaqueruptur. Die zugrundliegende Pathophysiologie erhohter PSEP-
Werte ist unzureichend untersucht. Die Quantifizierung praoperativer Monozyten-Werte brachte in
MACCE-Patienten trotz praoperativ hoher PSEP-Konzentrationen keinen Unterschied gegeniiber
Patienten ohne perioperativem MACCE hervor. Im Zuge des Monozyten-Reifungsprozesses gehen
klassische Monozyten vom Knochenmark in den Blutkreislauf Uber. Dort weisen sie eine
Halbwertszeit von etwa einem Tag auf. Knapp 99 % der klassischen Monozyten transmigrieren ins
Gewebe oder sterben, nur 1 % differenziert Giber intermediare zu nicht-klassischen Monozyten (Patel
et al. 2017). Denkbar ist eine gesteigerte Monozyten-Aktivierung bei gleichzeitig erhdhter
Gewebsinfiltration bzw. Apoptoserate in MACCE-Patienten, in Folge derer die gemessene Anzahl
zirkulierender Zellen keinen Anhalt flr eine gesteigerte Aktivierungsrate geben konnte. Alternativ
konnten eine fortwahrende Freisetzung von sCD14 durch Hepatozyten sowie eine gesteigerte
Konzentration oder Funktion von Plasmaproteasen zur praoperativ erhohten PSEP-Konzentration in
MACCE-Patienten beitragen. Gegen eine sCD14-Freisetzung aus der Leber spricht jedoch, dass sich
die praoperative CRP-Konzentration, ein weiteres durch die Leber sezerniertes Akute-Phase-Protein,

in beiden Studien zwischen Patienten mit und ohne Endpunkt nicht unterschied.

Wie in LeukoKAPE-1 bestand die LeukoKAPE-2 Kohorte zu mehr als 80 % aus mannlichen
Studienteilnehmern, sodass eine Generalisierung der Ergebnisse nicht vorgenommen werden kann.
Das umfassendere Studienkollektiv erlaubte die unabhdngige Beurteilung der Assoziation
praoperativen PSEPs mit perioperativem MACCE, dennoch limitiert die niedrige Ereignisrate von 10 %
die Robustheit der multivariaten Regressionsanalyse. Zudem wurde die Validierung des PSEP Cut-offs
anhand der LeukoKAPE-2 Kohorte post-hoc geplant und durchgefiihrt. Trotz dessen keine a priori
Fallzahlkalkulierung zugrunde gelegt wurde, konnte eine Power von 84 % erreicht werden. Die
Verwendung eines kombinierten Endpunktes, bestehend aus kardiovaskularem Tod, MI,
Myokardischamie und thromboembolischem Schlaganfall, fiihrte zur Erhhung der Ereignisrate und
damit zur Zunahme der statistischen Effizienz unter Verwendung einer kleineren Stichprobengrofie
(Kleist 2010). Es sollte jedoch berlicksichtigt werden, dass sich die einzelnen Komponenten in ihrer
klinischen Relevanz unterscheiden. Zudem lag die Inzidenz des kardiovaskular-bedingten Todes sowie

des Schlaganfalls in beiden klinischen Studien deutlich unterhalb der eines Mls bzw. einer
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Myokardischdmie. In LeukoKAPE-2 war prdoperatives PSEP >184 pg/ml zudem lediglich mit dem
kombinierten Studienendpunkt, doch mit keiner seiner Entitdten assoziiert. Folglich konnte zwar ein
signifikanter Gesamteffekt nachgewiesen werden; ob praoperatives PSEP auch mit einzelnen MACCE-

Komponenten assoziiert ist, muss hingegen anhand gréBerer Studienkollektive untersucht werden.

Die vollautomatisierte PSEP-Konzentrationsbestimmung mittels 24/7 Bedside-Test gestalte die
Implementierung des Testerfahrens in den klinischen Alltag praktikabel. Der PATHFAST™
Immunoanalyzer in Form eines kompakten Tischgerates erlaubt die gleichzeitige Messung von sechs
Patientenproben innerhalb eines 15-mintigen Testzyklus. Zudem garantieren gebrauchsfertige Test-
Kartuschen die zuverlassige, robuste Konzentrationsbestimmung aus Vollblut oder Plasma (LSl

Medience Corporation 2017).

Die prdoperative Patientenevaluierung erlaubt eine Abschatzung des perioperativen
kardiovaskularen Risikos und kann bei der Identifizierung von Risikopatienten, die von einer
weiterflihrenden prdoperativen Evaluierung profitieren, unterstltzen (Leschke et al. 2017). Ob und
unter welchen Umstanden die Risikostratifizierung zur Anpassung der perioperativen Therapie bzw.
des Monitorings und damit zur verbesserten Prognose des Patienten fihrt, ist hingegen
unzureichend belegt (Auerbach et al. 2007; Johansson et al. 2013; Mol et al. 2019). Das Ergebnis
einer retrospektiven Studie an 6030 nicht-kardiochirurgischen Patienten deutet darauf hin, dass bei
geringfligig erhohtem praoperativem Troponin eine Verschiebung des operativen Eingriffs auf einen
spateren Zeitpunkt mit der Reduktion des 30-Tage Mortalitatsrisikos einhergeht (Maile et al. 2016).
Transparente und verbindliche Absprachen sowie die einheitliche Gestaltung der Risikostratifizierung
zwischen fachlichen Disziplinen und Standorten ist indessen von zentraler Bedeutung, da
unterschiedliche Risikoprognosemodelle abweichende Ergebnisse hervorbringen und damit das
perioperative Vorgehen beeinflussen (Glance et al. 2018). Angesichts der fortwdhrend hohen
Inzidenz kardiovaskularer Komplikationen nach nicht-kardiochirurgischen Operationen stellen
inflammatorische Biomarker ein vielversprechendes Hilfsmittel zur Verbesserung der praoperativen
Risikoevaluierung dar. Die post-hoc Analysen der LeukoKAPE-1 und -2 Studie geben Hinweise auf
einen moglichen prognostischen Mehrwert der prdaoperativen PSEP-Bestimmung zur Vorhersage
kardiovaskularer Komplikationen in nicht-kardiochirurgischen Risikopatienten. Eine prospektive,
multizentrische Beobachtungsstudie wird zeigen (NCT03489486), ob sich prdoperatives PSEP als
Surrogat-Marker der inflammatorischen Disposition eines Patienten fir die praoperative

kardiovaskulare Risikopradiktion qualifiziert.
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5.4 Assoziation praoperativ niedriger Treg-Level mit MACCE nach nicht-kardiochirurgischer

Operation

Das praoperative Leukozyten-Profil sowie dessen Assoziation mit perioperativem MACCE wurde in
einer post-hoc Analyse des LeukoKAPE-1 Kollektivs untersucht. Unter 13 analysierten
Zellpopulationen, denen eine relevante Rolle in der Atherogenese zugeschrieben wird, unterschieden
sich Patienten mit und ohne Endpunkt lediglich in der Anzahl praoperativer Tregs. MACCE-Patienten
wiesen gegeniber Studienteilnehmern, die den primadren Endpunkt nicht erreichten, um etwa 40 %
niedrigere Treg-Level auf. Zudem konnten praoperative Tregs unterhalb des abgeleiteten Cut-offs
von 0,027 Zellen/nl mit einem erhdhten perioperativen MACCE-Risiko assoziiert werden. Diese
Ergebnisse sowie ein prognostischer Mehrwert praoperativer Treg-Level zur perioperativen
kardiovaskularen Risikopradiktion konnten in der prospektiven LeukoKAPE-2 Studie durch A. S. Scholz

repliziert und validiert werden (Scholz et al. 2020).

Kotfis et al. untersuchten die Inzidenz kardiovaskularer und zerebrovaskuldarer Komplikationen
innerhalb 30 Tage nach CEA in Abhangigkeit praoperativer Lymphozyten-Level. Entgegen der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie der daraus resultierenden Folgestudie LeukoKAPE-2,
unterschied sich die Anzahl regulatorischer T-Zellen zwischen Patienten mit und ohne Endpunkt nicht
(Kotfis et al. 2015). Abseits des operativen Kontextes belegen zahlreiche klinische und experimentelle
Studien die atheroprotektive Wirkung von Tregs (Feng et al. 2009; Foks et al. 2011; Meng et al.
2013). Niedrige Treg-Level sowie die Beeintrdchtigung ihrer immunsuppressiven Funktion gehen mit
einer erhéhten Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse einher (Wigren et al. 2012). Tregs indizieren den
inflammatorischen Status eines Patienten und sind kausal in die Genese atherosklerotischer Plaques
involviert. Es ist daher denkbar, dass ihr Einbezug in die perioperative Risikostratifikation, trotz
subklinischer Atherosklerose, zur ldentifizierung von Patienten mit Ruptur-gefahrdeten Lasionen
beitragen kann (George et al. 2012). Nichtsdestotrotz gestalte sich die klinische Implementierung der
prdaoperativen Treg-Quantifizierung aufwendig. Unter Berlicksichtigung der angewandten Methodik
sowie des aktuellen technischen Standes bedarf die Bestimmung der absoluten Zellzahl einer
aufwendigen durchflusszytometrischen Farbung in Verbindung mit der Erhebung eines
Differentialblutbildes. Die Entwicklung eines Immunoassays, vergleichbar mit dem der PSEP-
Konzentrationsbestimmung, wirde die Integration und Akzeptanz der Treg-assistierten

Risikopradiktion in die klinische Routine mutmallich beschleunigen.

Die Untersuchung von Faktoren und zugrundliegenden Mechanismen, die eine Reduktion des
peripheren Treg-Pools in kardialen Risikopatienten nach sich ziehen, geht Gber den Rahmen dieser
Arbeit hinaus und bedarf umfassender epidemiologischer Studien. Angesichts der Ergebnisse einer

Beobachtungstudie an 182 Patienten stellen die Beeintrachtigung der Thymusfunktion sowie eine
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gesteigerte Treg-Apoptose mogliche Ursachen niedriger Treg-Level in Patienten mit akutem
Koronarsyndrom dar (Zhang et al. 2012). Die GbermaRige Freisetzung von Granzymen durch Tregs
kann zudem zur autoreaktiven Schadigung der Zellen fiihren (Sula Karreci et al. 2017). Ferner kénnen
Verschiebungen des Zytokinmillieus sowie die Inhibierung der IL-2/IL-2R Signaltransduktion zur
verminderten peripheren Treg-Differenzierung und Homoostase beitragen (Inomata et al. 2016; Tang
et al. 2015). Die ruckldufige Tendenz zirkulierender Tregs bei gleichzeitiger Zunahme des T-
Effektorzell-Pools im fortschreitenden Krankheitsverlauf der Atherosklerose flihrte zur Formulierung
der Treg-Umschalthypothese. Sie beschreibt den partiellen bis vollstandigen Verlust der Foxp3-
Expression sowie der immunsuppressiven Funktion von Tregs. Stattdessen begdnnen diese
Effektorzell-spezifische Transkriptionsfaktoren zu exprimieren und vermehrt pro-atherogene Effekte
auszuliben. Mogliche Ursachen der Foxp3-Instabilitdt seien auf epigenetische Modifikationen des
foxp3 Lokus zurtickzufiihren (Wolf und Ley 2019). Dass dieser Mechanismus auch in LeukoKAPE-2 zu
prdoperativ niedrigen Treg-Leveln in MACCE-Patienten beitrug, ist unwahrscheinlich, da sich der
KHK-Schweregrad, die Inzidenz sowie der Zeitraum seit der letzten Koronarintervention zwischen
Patienten mit niedrigem und hohem Treg-Level nicht unterschied und entsprechend &hnlich

fortgeschrittene Krankheitsstadien zugrunde gelegt werden kénnen (Scholz et al. 2020).

Die in dieser post-hoc Analyse dargelegten Ergebnisse sowie jene aus der daraus resultierenden
Folgestudie LeukoKAPE-2 geben erstmals Hinweise auf die Implikation von Tregs in der Entstehung
perioperativer kardiovaskularer Komplikationen in kardialen Risikopatienten. Ob ein kausaler

Zusammenhang zugrunde liegt, wurde im perioperativen Mausmodell untersucht.

5.5 Perioperativer Treg-Anstieg zum Schutz vor liberschieBender Immunreaktion?

Atherosklerotische ApoE”- Mause entwickelten unter Einfluss perioperativen Stresses eine Zunahme
regulatorischer T-Zellen in Blut und Thymus. Ein tendenziell ahnlicher Effekt wurde in Lymphknoten
und atherosklerotischen Lasionen beobachtet, erreichte jedoch kein statistisches Signifikanzniveau.
Ein durch perioperativen Stress induzierter Treg-Anstieg konnte auch in laparotomierten BALB/c
Mausen nachgewiesen werden (Sun et al. 2019). Denkbar ist, dass es sich um eine Schutzreaktion des
Organismus gegen die akute perioperative Inflammationsreaktion handelt, um so einer

Uberschielenden, langfristig schadigenden Immunantwort entgegen zu treten.

Nicht-kardiochirurgische Patienten des LeukoKAPE-1 Kollektivs zeigten hingegen keine Veranderung
der Treg-Anzahl liber den zweitdgigen postoperativen Analysezeitraum. Neben einer allgemein
limitierten direkten Ubertragbarkeit tierexperimenteller Daten auf den Patienten, kénnen der
beobachteten Diskrepanz vielzahlige Ursachen zugrunde liegen. Eine klinische Studie an 33 nicht-
kardiochirurgischen Patienten deutet auf eine perioperative Treg-Expansion zu einem spateren

postoperativen Zeitpunkt hin. Wahrend am ersten postoperativen Tag keine Verdanderung des
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peripheren Treg-Levels gegeniiber praoperativer Ausgangswerte nachgewiesen werden konnte,
entwickelte die Kohorte am sechsten postoperativen Tag einen signifikanten Anstieg der Zellen (Saito
et al. 2013). Bei groBeren abdominal-chirurgischen Operationen unterscheidet sich die Kinetik
regulatorischer T-Zellen in Abhangigkeit des untersuchten Probenmaterials. Wie in LeukoKAPE-1 liel3
sich im Blut keine quantitative Veranderung des Treg-Levels am zweiten postoperativen Tag
nachweisen. Die Analyse der Peritonealflissigkeit, die die lokale Inflammationsreaktion im
Operationsfeld abbildete, brachte hingegen einen persistierenden Anstieg innerhalb des ersten
postoperativen Tages hervor (Decker et al. 2005). Moglicherweise fihrt die rasche Migration der
Zellen aus dem Blut zum Entziindungsort zur Maskierung der peripheren Treg-Expansion. Dass Tregs
als Reaktion auf die inflammatorische Stressantwort in entziindliches Gewebe Ubertreten, legt auch
die numerische hohere, wenngleich nicht signifikant gestiegene Anzahl regulatorischer T-Zellen im
atherosklerotischen Plaque operierter Tiere nahe. Ferner zeigten Saito et al., dass der Effekt der
perioperativen Treg-Expansion insbesondere auf maximal- bis moderatinvasive Operationen
zuriickgeht (Saito et al. 2013). Die LeukoKAPE-1 Studie umfasste indessen Patienten, die sich
unterschiedlich schweren chirurgischen Eingriffen unterzogen. Darliber hinaus ist denkbar, dass die
30-minltige Laparotomie in Verbindung mit einem Blutverlust von etwa 20% ohne
Volumensubstitution eine vergleichsweise schwere Belastung fiir das Tier darstellt, in dessen Folge
die Treg-Expansion am dritten postoperativen Tag detektiert werden konnte. Die Anwendung
divergierender durchflusszytometrischer Farbe- und Analyseverfahren behindert den direkten
Vergleich zwischen tierexperimentellen und klinischen Daten zusatzlich. In Anlehnung an die
Empfehlung des Human ImmunoPhenotyping Consortium (HIPC) wurden Tregs in LeukoKAPE-1
anhand ihrer hohen CD25- und niedrigen CD127-Expression charakterisiert (Finak et al. 2016). Die
Quantifizierung muriner Tregs erfolgte hingegen mittels intrazellularen Foxp3-Nachweises.
Grundsatzlich korreliert die Expression von Foxp3 invers mit jener von CD127. Nichtsdestotrotz
exprimieren etwa 15 % der CD25'CD127 Tregs kein Foxp3; umgekehrt behalten knapp 10 % der
CD25*Foxp3* Tregs die CD127-Expression bei (Rodriguez-Perea et al. 2016). Infolge dessen ist nicht
auszuschliellen, dass die Anzahl gemessener Tregs in Abhadngigkeit der angewandten Methodik
variierte. Nicht zuletzt wurde die Anzahl regulatorischer T-Zellen in LeukoKAPE-1 in Form absoluter
Zellzahlen, im Tiermodell hingegen als relativer Anteil der CD3*CD4* Population analysiert. Es ist
moglich, dass der beobachtete relative Treg-Anstieg auf eine Abnahme der CD3*CD4* Population
zurlickzufihren ist. Die Auswertung des relativen Treg-Anteils/CD3*CD4* in LeukoKAPE-1 brachte

gegeniber der absoluten Zellzahl jedoch keine Abweichung hervor (Daten nicht gezeigt).

Was dem in Mausen beobachteten perioperativem Anstieg des Treg-Levels mechanistisch zugrunde
liegt, lasst sich anhand der vorliegenden Daten nur mutmaRen. Die Zunahme doppelt und einfach

positiver Tregs im Thymus sowie die ausbleibende Expansion in sekundaren lymphatischen Organen
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deutet auf die Neubildung natiirlicher Tregs im Thymus hin. Eine lingere Uberlebensdauer, die
periphere Proliferation der Zellen sowie eine gesteigerte Polarisierung naiver T-Lymphozyten

scheinen von nachrangiger Bedeutung, sind aber ebenso denkbar.

5.6 Tregs und perioperative Plaquedestabilisierung

Die atheroprotektive Funktion von Tregs ist durch zahlreiche Studien belegt und allgemein
anerkannt. In Mausen fihrt eine anhaltende Reduktion peripherer Tregs zur Zunahme von
PlaquegrolRe und -vulnerabilitat (Ait-Oufella et al. 2006; Klingenberg et al. 2013). Umgekehrt konnte
eine Abnahme der Atheroskleroselast sowie eine Steigerung der Plaquestabilitat in Tieren mit
langerfristig hohem Treg-Level nachgewiesen werden (Feng et al. 2009; Foks et al. 2011; Meng et al.
2013). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob Tregs der perioperativ bedingten

Plaguedestabilisierung entgegenwirken kénnen.

Perioperativer Stress fiihrte in atherosklerotischen Mausen mit praoperativ niedrigem Treg-Level
innerhalb eines Zeitraumes von nur drei Tagen zur Zunahme des nekrotischen Areals sowie zur
Abnahme des Plaque-Kollagengehaltes, beides Kennzeichen reduzierter Plaquestabilitat. Diese
Beobachtungen fligen sich in die bestehende Literatur ein. Tregs kdonnen den Kollagengehalt
atherosklerotischer Plaques indirekt durch Aktivierung der Kollagensynthese in SMCs sowie durch
Inhibierung des Kollagenabbaus erhéhen (Grainger David 2004; Maganto-Garcia et al. 2011). Zudem
weisen Plaques atherosklerotischer Mause, die (iber einen Zeitraum von vier bis acht Wochen einer
Treg-depletierenden Behandlung unterzogen wurden, etwa 50 % weniger Kollagen sowie eine
Verdopplung des nekrotischen Areals im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Ait-Oufella et al. 2006;
Klingenberg et al. 2013). Tiere mit praoperativ hohem Treg-Level zeigten hingegen keine Zunahme
des nekrotischen Plaqueareals unter perioperativem Stress. Gleichzeitig sank der Kollagengehalt
atherosklerotischer Plaques, blieb jedoch oberhalb jenem anti-CD25-behandelter Tiere. Die
Beobachtung, dass sich der Anteil glatter Muskelzellen zwischen den OP-Interventionsgruppen nicht
unterschied, weist auf eine gesteigerte Aktivitat Kollagen-sezernierender SMCs bei praoperativ
erhohtem Treg-Level hin. Dariiber hinaus ist ein reduzierter Abbau extrazellularer Matrixmolekiile
durch die Treg-vermittelte Inhibierung von MMPs denkbar. Ungeachtet des prdoperativen Treg-
Levels lie8 sich kein Effekt perioperativen Stresses auf das Volumen, den Lipidgehalt, sowie die

Zellularitat atherosklerotischer Ldsionen nachweisen.

Aus der Literatur sowie aus friiheren Arbeiten der Arbeitsgruppe geht hervor, dass die im Rahmen
perioperativen Stresses auftretenden immunologischen Vorgange zu einer raschen Progression und
Destabilisierung vorbestehender atherosklerotischer Plaques fiihren (Fuijkschot et al. 2016; Janssen

et al. 2015). Dieser Effekt konnte anhand der untersuchten Tierzahl nicht repliziert werden. Das
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postoperative Plaguevolumen unterschied sich in keiner der Behandlungsgruppen von jenem Sham-

operierter Tiere. Mogliche Ursachen werden im Folgenden diskutiert.

Das perioperative Stressmodell geht auf die Arbeit von Janssen et al. zuriick. Zur Untersuchung des
Effektes perioperativen Stresses auf die Atherogenese wurden acht Wochen alte ApoE”" Mause auf
eine siebenwodchige cholesterinreiche Sonderdiat gesetzt. AnschlieBend wurden die Tiere dem
Stressmodell, bestehend aus Laparotomie und 400 ul Blutentnahme, einer Einzelintervention
bestehend aus Laparotomie oder Blutentnahme, oder der Sham-Intervention unterzogen. Die
Auswertung atherosklerotischer Plaques der Brachiozephalarterien erfolgte am dritten
postoperativen Tag. Zwar flihrte bereits der Blutverlust zur signifikanten Zunahme des
Plaguevolumens; der groRte Effekt wurde jedoch durch die kombinierte Intervention aus
Laparotomie und Blutentnahme erzielt (Janssen et al. 2015). Die Chronologie des Modells lehnt an
die Ergebnisse einer Untersuchung zur Bildung von Plaquerupturen in Abhangigkeit der Diatdauer.
Demnach treten Rupturen vermehrt in der achten Woche der Sonderfiitterung auf (Johnson et al.
2005). Verglichen mit den Daten von Johnson et al. gingen aus Voruntersuchungen der vorliegenden
Arbeit nach einer 7,5-wdchigen Flitterungsperiode deutlich kleinere Lasionen hervor. Zwar reduziert
die Verwendung eines Inzuchtstammes die genetische Variabilitat auf ein Minimum, jedoch sind
Unterschiede zwischen einzelnen Zuchtpopulationen sowie durch &dullere Einflussfaktoren
(Jahreszeit, Haltungsbedingungen, etc.), in deren Folge es zu abweichenden Ergebnissen kommen
kann, moglich. Hinzu kommt, dass der Schwellenwert von acht Wochen ausschliellich anhand
mannlicher ApoE”- M&use abgeleitet wurde (Johnson et al. 2005). In weiblichen Tieren unterliegt die
Bildung atherosklerotischer Plagues hingegen einer abweichenden Kinetik (Johnson und Jackson
2001; Smith et al. 2010). Um den Effekt des praoperativen Treg-Levels auf die perioperative
Destabilisierung bestehender atherosklerotischer Plaques beurteilen zu konnen, wurde die Dauer der
Sonderdiat in der hier vorgelegten Arbeit auf insgesamt 9,5 Wochen verlangert. Es ist denkbar, dass
der von Janssen et al. beschriebene Effekt nur auf friihstadiale Lasionen, nicht jedoch auf komplexe

atherosklerotische Plaques zutrifft (Janssen et al. 2015).

Atherosklerotische ApoE”" Miuse, die einem orthopadischen Operationsmodell, bestehend aus
Osteotomie und anschlieBender Drahtosteosynthese des Femurs, unterzogen wurden, wiesen
postoperativ groflere Plaques der Aortenwurzel im Vergleich zur Sham-Kontrolle auf. Dieser Effekt
manifestierte sich erst fliinfzehn Tage postoperativ und war auf eine Zunahme des nekrotischen
Areals zurickzufihren (Fuijkschot et al. 2016). Vor diesem Hintergrund ist anzunehmen, dass ein
postoperativer Zeitraum von drei Tagen moglicherweise nicht ausreicht, um einen deutlichen Effekt
praoperativer Treg-Level auf die perioperative Plaquedestabilisierung nachweisen zu kdnnen. Ob sich

dieser zu einem spateren Zeitpunkt manifestiert, werden Folgeprojekte zeigen.
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Die Reduktion des Foxp3* Treg-Levels fiel in ApoE”" Mausen verglichen mit publizierten Daten aus
C57BL/6 Wildtyp-Tieren geringer aus. Unter Anwendung des gleichen Protokolls konnte in C57BL/6
Wildtyp-Mausen acht Tage nach Injektion eine maximale Reduktion zirkulierender CD25*Foxp3*
Tregs um 80 % und 47 % in Blut und Milz erzielt werden; in der vorliegenden Arbeit an ApoE”"
Méausen um lediglich 60 bzw. 25 %. In Lymphknoten erreichte die Reduktion sowohl in C57BL/6
Wildtyp als auch in ApoE”" Tieren Werte um 40 % (Setiady et al. 2010). ApoE”" Méause weisen per se
etwa 20 % niedrigere Treg-Level als ihr Wildtyp Aquivalent auf (Mor et al. 2007). Dieser Effekt wird
durch die Futterung der cholesterinreichen Diat zusatzlich verstarkt (Xue-Mei et al. 2017). Der
Vergleich von %CD4*CD25"Foxp* Tregs in Isotyp-behandelten Tieren verdeutlicht die unterschiedliche
Ausgangsituation in Wildtyp (10,9 + 0,4 %) und ApoE”" (5,7 [5,0; 6,4]) Mausen (Setiady et al. 2010). Es
ist denkbar, dass der anti-CD25-vermittelte Treg-depletierende Effekt aufgrund des niedrigeren
Ausgangswertes in ApoE”" Tieren weniger effizient ausfiel. Die IL-2/anti-IL-2-induzierte Expansion
regulatorischer T-Zell-Level blieb ebenfalls unterhalb jener Werte, die in C57BL/6 Wildtyp Tieren
erzielt wurden. Wahrend aus publizierten Daten eine Treg-Expansion um Faktor 10-20 hervorgeht
(Webster et al. 2009), wurde in der vorgelegten Arbeit lediglich ein flnffacher Anstieg des
peripheren Treg-Levels beobachtet. Nichtsdestotrotz wiesen I[L-2/anti-IL-2 injizierte Tiere zum
Zeitpunkt der OP etwa neunfach hohere periphere Treg-Level im Vergleich zur anti-CD25-
behandelten Gruppe auf. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die vollstandige Depletion, bspw. mittels
foxp3 siRNA oder durch Anwendung eines transgenen Mausmodells mit Diphterietoxin-induzierbarer
Treg-Depletion (DEREG), sowie der Adoptivtransfer regulatorischer T-Zellen einen deutlicheren Effekt

prdaoperativer Treg-Level auf die perioperative Plaquedestabilisierung hervorgerufen hatte.

Komplexe Plaques der Brachiozephalarterie in atherosklerotischen ApoE”~ Méausen stellen ein
anerkanntes und weit verbreitetes Modell zur Untersuchung humaner Plaquestabilitdt dar (Matoba
et al. 2013). Dennoch muss bericksichtigt werden, dass sie kein vollstdndiges Bild der
Atheroskleroselast liefern (VanderLaan et al. 2004). Dariiber hinaus unterliegen tierexperimentelle
Daten fortwdhrend der Limitation eingeschrinkter Ubertragbarkeit auf den Patienten. Murine
Lasionen unterscheiden sich in ihrer Grofle, die sie relativ zum GefalBlumen einnehmen, sowie in
Aufbau und Zusammensetzung von humanen atherosklerotischen Plaques. Daraus resultieren
unterschiedlich starke mechanische Krafte, in dessen Folge humane Plaques einem 20-fach hoheren
Scherstress ausgesetzt seien (Matoba et al. 2013). Aus ethischen Grinden ist es nicht moglich,
Untersuchungen am lebendigen Patienten durchzufiihren. Gleichzeitig erlauben in vitro Systeme die
zugrundeliegende Komplexitdt der Atherogenese nicht abzubilden. Vorteile der Verwendung eines
murinen Modells bestehen in kurzen Generationszeiten sowie der einfachen und kostenglinstigen

Haltung der Tiere. Zudem {iberkommt ihr hohes MaR der Reproduzierbarkeit die oftmals
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unvermeidlichen, durch demographische Variabilitit und Begleiterkrankungen hervorgerufene

Unscharfe klinischer Untersuchungen.

5.7 Therapeutische Optionen zur Induktion praoperativ hoher Treg-Level

Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse geben erstmals Hinweise auf die Implikation von Tregs in
die Entstehung perioperativer kardiovaskuldarer Komplikationen in kardialen Risikopatienten. Sollte
sich in Folgeprojekten ein protektiver Effekt prdaoperativ hoher Treg-Level auf die perioperative
Plaguedestabilisierung bestatigen, konnte dies die Grundlage neuer Therapieansatze zur Pravention

kardiovaskularer Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen bilden.

IL-2-induzierte Treg-Expansion

Dass die Hemmung inflammatorischer Signalkaskaden eine wirksame Therapie zur Reduktion
kardiovaskularer Ereignisse darstellen kann, hat die CANTOS-Studie eindrticklich bewiesen (Ridker et
al. 2017). In der LILACS-Studie wird derzeit untersucht, ob eine geringdosierte IL-2-Verabreichung, fur
die eine Erhohung des peripheren Treg-Levels gezeigt werden konnte, vor dem Auftreten eines
erneuten Mls oder dem Versterben aufgrund kardiovaskularer Ursachen schiitzt (Zhao et al. 2018).
Rekombinant hergestelltes humanes IL-2 ist in einigen Landern bereits seit 1989 unter dem Namen
Aldesleukin (Proleukin) zugelassen. Hochdosiert induziert es die Aktivierung von T-Effektorzellen und
wird zur Behandlung von metastasierenden Nierenzellkarzinomen eingesetzt. Seine geringdosierte
Wirksamkeit zur selektiven Treg-Expansion wurde in zwei klinischen Pilotprojekten an Patienten mit
Graft-versus-Host Erkrankung und Hepatitis-C-Virus-induzierten Vaskulitis bestitigt. Uber einen
kurzen Zeitraum von fiinf Tagen konnte eine Verdopplung des Treg-Pools sowie eine Verbesserung
des Krankheitsbildes erzielt werden (Matsuoka et al. 2013; Saadoun et al. 2011). Aufgrund seiner
schnellen Wirksamkeit eigne sich die kurzzeitige, geringdosierte Aldesleukin-Therapie auch zur
prdaoperativen Optimierung von kardialen Risikopatienten, denen ein elektiver, nicht-

kardiochirurgischer Eingriff bevorsteht.

Treg-Adoptivtransfer

Der Adoptivtransfer ex vivo expandierter Tregs zur Behandlung einer Reihe unterschiedlicher
Autoimmunerkrankungen, darunter Morbus Crohn, Typ 1 Diabetes und autoimmune Hepatitis, wird
bereits seit einigen Jahren umfangreich untersucht. Trotz vielversprechender Ergebnisse, die aus
praklinischen Untersuchungen und Phase-I-Studien hervorgehen, scheint der Treg-Transfer derzeit
noch fernab der Zulassung und Implementierung in das klinische Behandlungsspektrum (Romano et

al. 2019).
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Statine

Statine Uben Uber ihre cholesterinsenkenden Eigenschaften hinaus eine Reihe lipid-unabhangiger
Funktionen aus. Diese werden allgemein unter pleiotropen Effekten zusammengefasst und umfassen
unter anderem ihre immunmodulatorische Wirkung auf Tregs. Aus einer aktuellen Meta-Analyse an
Patienten mit akutem Koronarsyndrom geht hervor, dass Atorva- und Rosuvastatin-behandelte
Patienten gegeniber der Placebo-Gruppe zweifach héhere Treg-Level aufweisen (Sorathia et al.
2019). Eine vier- bzw. achtwochige Behandlung hyperlipidamischer Patienten mit Simvastatin oder
Pravastatin resultiert in einer Zunahme CD4*CD25"* Zellen um Faktor 2,5 bis 4,5. Gleichzeitig weisen
mononukleare Zellen eine erhdhte Foxp3-Expression auf (Mausner-Fainberg et al. 2008). In Mausen
fihrt eine sechswochige Simvastatin-Therapie zur Zunahme regulatorischer T-Zellen in
atherosklerotischen Lasionen. Darliber hinaus steigt die Konzentration anti-inflammatorischer
Zytokine im Plaque. Diese Beobachtung wurde von einer verminderten TH1- und TH17-Antwort
begleitet und stellt einen moglichen Mechanismus der lipidunabhangigen Plaguestabilisierung durch
Statine dar (Meng et al. 2012). Janssen et al. zeigten zudem, dass eine hochdosierte Atorvastatin-
Substitution Uber einen kurzen Zeitraum von drei Tagen pra- und postoperativ der perioperativen
Plaquedestabilisierung in atherosklerotischen ApoE”" Mausen entgegenwirken kann (Janssen et al.
2015). In vitro Experimente legen nahe, dass der Statin-induzierte Treg-Anstieg auf eine verstarkte
Polarisierung von CD4*CD25Foxp3” zu CD4'CD25*Foxp3* Zellen zuriickzufiihren ist (Mausner-
Fainberg et al. 2008). Mechanistisch liegt der Treg-Expansion die Inhibierung kleiner GTPasen
zugrunde. Statine inhibieren die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG)-CoA-Reduktase (Istvan 2003), in
dessen Folge die Zwischenprodukte der Cholesterin-Biosynthese Geranyl- und Farnesylpyrophosphat
vermindert gebildet werden (Horn 2018). Dies hat die Inhibierung der GTPasen Ras und Rho zur
Folge, was wiederum in einer verstarkten Foxp3-Aktivierung resultiert (Mor et al. 2008; Saoudi et al.
2014). Statine sind aufgrund ihrer risikomindernden Wirkung bereits fester Bestandteil
internationaler Leitlinien (Duceppe et al. 2017; Fleisher et al. 2014; Kristensen et al. 2014). Vor
diesem Hintergrund stellt eine perioperative Statintherapie keinen neuen, innovativen
Therapieansatz zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen
Operationen dar (Hindler et al. 2006; O'Neil-Callahan et al. 2005; Poldermans et al. 2003). Es ist
jedoch denkbar, dass der Plaque-stabilisierende Effekt einer kurzzeitigen Statintherapie zumindest

anteilig auf ihre Treg-modulierende Wirkung zuriickzufiihren ist.

Sonstige

Weitere Treg-modifizierende Therapieoptionen umfassen die Behandlung mit anti-CD3 und G-CSF. In
Mausen fiihrt eine flinftagige anti-CD3-vermittelte orale Prakonditionierung von Tregs zur erhohten

TGF-B-Sekretion, was langfristig die reduzierte Bildung atherosklerotischer Plaques zur Folge hat
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(Sasaki et al. 2009). Die Behandlung mit rekombinanten hamatopoetischen Wachstumsfaktoren wie
G-CSF erfolgt Ublicherweise zur Stimulation der Hamatopoese. In Mausen wirkt eine chronische G-
CSF-Therapie atheroprotektiv (Sinha et al. 2014). Die Behandlung tber einen Zeitraum von sechs
Tagen fuhrt zur verstarkten Mobilisierung von Tregs aus dem Knochenmark. Dariliber hinaus weisen
mobilisierte Tregs ein verstarktes Autophagozytose-Verhalten auf, in dessen Folge sich die
Lebensdauer der Zellen verlangert (Le Texier et al. 2016). Die Wirkung beider Therapieansatze

konnte im Patienten bisher nicht bestatigt werden.

5.8 Schlussfolgerung

Chirurgische Eingriffe stellen eine hohe Belastung fiir kardiovaskular vorerkrankte Patienten dar, in
deren Folge es regelhaft zur Ausbildung einer systemischen Immunantwort kommt. Einzelne
Leukozyten-Subpopulationen konnten abseits des operativen Kontextes mit einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko assoziiert werden. Unter dem Einfluss perioperativen Stresses entwickelten
kardiale Risikopatienten eine Tendenz in Richtung eines hoheren kardiovaskularen Risikoprofils, das
durch die Zunahme atherogener Monozyten-Subtypen charakterisiert war. Diese Kinetik konnte
jedoch nicht mit dem Auftreten kardiovaskularer und zerebrovaskularer Ereignisse assoziiert werden.
Vielmehr scheint die praoperative inflammatorische Disposition eines Patienten das Risiko

kardiovaskularer Komplikationen nach nicht-kardiochirurgischen Operationen zu determinieren.

Eine praoperativ hohe Konzentration des Monozyten-Aktivierungsmarkers PSEP erwies sich als
unabhangiger Pradiktor des primaren Endpunktes, dessen zusatzliche Berlicksichtigung einen
potentiellen Mehrwert fiir die praoperative kardiovaskulare Risikoevaluierung hat. Dieser muss im
Rahmen multizentrischer Studien validiert werden, bevor die praoperative PSEP-Bestimmung in den
klinischen Alltag implementiert werden kann. Ob praoperatives PSEP auch in anderen
Patientenkollektiven einen prognostischen Nutzen hat, bleibt zu untersuchen. Dariiber hinaus bedarf
die Aufklarung der zugrundliegenden Pathophysiologie, in dessen Folge es zum PSEP-Anstieg kommt,
grundliegender Untersuchungen. Da Mause von Natur aus kein PSEP exprimieren, gestaltet sich die

Analyse im Tiermodell komplex.

Die Auswertung klinischer Daten wies zudem erstmals auf eine Assoziation prdoperativ niedrigerer
Treg-Level mit der Inzidenz kardiovaskuladrer Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen
hin. Ihr prognostischer Nutzen zur kardiovaskuldren Risikostratifikation wurde bereits prospektiv im
Rahmen der monozentrischen Beobachtungsstudie LeukoKAPE-2 validiert (Scholz et al. 2020). Sollte
sich dieser multizentrisch bestatigen lassen, steht die klinische Implementierung bevor. Tregs weisen
gegenliber kardialen Biomarkern den Vorteil auf, kausal an der Genese atherosklerotischer Plaques
beteiligt zu sein. Es ist denkbar, dass die praoperative Quantifizierung regulatorischer T-Zellen die

Identifizierung von Patienten mit vulnerablen Lasionen, die unter dem Einfluss perioperativen
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Stresses zur Ruptur neigen und in dessen Folge ein akutes thrombotisches Ereignis verursachen

kénnen, ermoglicht.

Die Abschatzung des kardiovaskuldaren Risikos allein fihrt in der Regel jedoch nicht dazu, das
individuelle Risiko eines Patienten fiir perioperative Komplikationen zu senken. Derzeit herrscht kein
Konsens (ber den Umgang mit Patienten, denen ein hohes perioperatives Risiko prognostiziert
wurde (Auerbach et al. 2007; Johansson et al. 2013; Mol et al. 2019). Zukiinftige Studien missen die
Wirksamkeit der Initiierung bzw. Intensivierung medikamentdser Therapien, der Anpassung des peri-
und postoperativen Monitorings sowie die Verschiebung des operativen Eingriffes auf einen spateren
Zeitpunkt zur Senkung des perioperativen Risikos gezielt untersuchen. Die CANTOS-Studie hat
gezeigt, dass die Inhibierung inflammatorischer Signalkaskaden mittels Canakinumab in
atherosklerotischen Patienten mit hohem CRP zur Reduktion der kardiovaskularen Ereignisrate fiihrt
(Ridker et al. 2017). Angesichts des hohen kardiovaskuldren Risikos in Patienten mit
inflammatorischer Pradisposition stellt sich die Frage, ob und zu welchem Zeitpunkt eine anti-

inflammatorische Therapie zur Senkung des perioperativen Risikos fiihren kann.

Dass prdoperativ niedrigere Treg-Level kausal an der Entstehung perioperativer kardiovaskularer
Ereignisse beteiligt sind, konnte anhand der vorliegenden Daten nicht nachgewiesen werden.
Einzelne Ergebnisse deuten hingegen darauf hin, dass prdaoperativ hohe Treg-Level vor einer durch
perioperativen Stress induzierten Destabilisierung atherosklerotischer Plaques schiitzen kénnten. Im
Rahmen von Folgeprojekten soll untersucht werden, ob sich dieser Effekt zu einem spateren
Zeitpunkt manifestiert. Erweisen sich prdoperativ hohe Treg-Level als protektiv, konnte dies die
Grundlage neuer Therapieansatze, bspw. in Form Treg-stimulierender bzw. -proliferierender
Substanzen, zur Minimierung der perioperativen Mortalitdit und Morbiditdt nach nicht-

kardiochirurgischen Operationen bilden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Weltweit werden jahrlich mehr als 312 Millionen Operationen durchgefiihrt und die Tendenz ist
weiter steigend. Dabei stellen kardiovaskuldare und zerebrovaskulare Komplikationen eine der
haufigsten Ursachen fiir perioperative Morbiditdat und Letalitdt dar. Insbesondere Patienten mit
vorbestehender kardiovaskuldrer Grunderkrankung weisen ein vielfach erhohtes Risiko auf. Eine
zuverlassige und prazise Patientenevaluierung erlaubt die Abschatzung des individuellen Risikos, auf
dessen Grundlage gezielt MaBnahmen zur Optimierung des Zustandes und der Pravention

perioperativer kardiovaskularer Ereignisse eingeleitet werden kdnnen.

Eine Vielzahl perioperativ auftretender Myokardinfarkte ist auf die Ruptur atherosklerotischer
Plaques zuriickzufiihren, in deren Folge es zur Ausbildung eines gefalBverschlieBenden Thrombus
kommen kann. Die Ursachen sind multifaktoriell, jedoch scheinen durch perioperativen Stress
induzierte immunologische Vorgiange eine wesentliche Rolle in der perioperativen
Plaguedestabilisierung einzunehmen. Abseits chirurgischer Eingriffe korrelieren einzelne Leukozyten-
Subpopulationen langfristig mit dem Auftreten kardiovaskuldrer und zerebrovaskuldrer Ereignisse.
Ziel der vorgelegten Arbeit war zu untersuchen, ob diese Effekte auch fiir die Entstehung
kardiovaskularer Komplikationen nach nicht-kardiochirurgischen Operationen eine relevante

Bedeutung einnehmen.

In der prospektiven Beobachtungsstudie LeukoKAPE-1 wurden 13 Leukozyten-Subpopulationen,
dessen Auftreten langfristig mit kardiovaskuldaren Ereignissen assoziiert ist, in 38 kardialen
Risikopatienten, die sich einem nicht-kardiochirurgischen Eingriff unterzogen, bis einschlieRlich des
zweiten postoperativen Tages quantifiziert. Die Kohorte entwickelte unter dem Einfluss
perioperativen Stresses eine Tendenz in Richtung eines héheren kardiovaskuldren Risikoprofils, was
sich in Form einer konsekutiven Zunahme atherogener klassischer und intermedidarer Monozyten
manifestierte. Nicht-klassische Monozyten sanken hingegen kurzzeitig; lymphoide Zellpopulationen
blieben gegeniiber ihren praoperativen Ausgangswerten konstant. Der perioperative Monozyten-
Anstieg war von einer konstanten Zunahme des Monozyten-Aktivierungsmarkers Presepsin begleitet.
Patienten, die den zusammengesetzten primaren Endpunkt (kardiovaskularer Tod, Myokardinfarkt,
Myokardischamie  und  thromboembolischer  Schlaganfall) wahrend des  30-tdgigen
Beobachtungszeitraumes erreichten, wiesen gegeniber Patienten ohne Endpunkt praoperativ
hohere Presepsin-Konzentrationen auf. Presepsin oberhalb des abgeleiteten Cut-offs von 184 pg/ml
war mit dem Auftreten kardiovaskularer Komplikationen assoziiert. Diese Ergebnisse lieSen sich im
Rahmen einer post-hoc Analyse der unabhidngigen LeukoKAPE-2 Kohorte (n=222) replizieren.
Presepsin >184 pg/ml erwies sich unter Berlicksichtigung praoperativer Einflussfaktoren als

unabhangiger Pradiktor des primaren Endpunktes. Sensitivitats- und Reklassifizierungsanalysen
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deuteten zudem auf einen prognostischen Mehrwert der prdaoperativen Presepsin-Bestimmung zur
leitliniengerechten Risikoevaluierung fiir kardiovaskuldre und zerebrovaskuldare Komplikationen nach
nicht-kardiochirurgischen Operationen hin. Eine prospektive, multizentrische Beobachtungsstudie
wird zeigen (NCT03489486), ob sich Prespesin als Surrogat-Marker der inflammatorischen

Disposition eines Patienten fiir die praoperative kardiovaskulare Risikopradiktion qualifiziert.

In LeukoKAPE-1 korrelierten praoperative regulatorische T-Zell-Level negativ mit der Inzidenz
perioperativer kardiovaskuldarer Komplikationen. In Mausen fiihrt eine anhaltende Reduktion
regulatorischer T-Zellen zur Zunahme von PlaquegroRe und -vulnerabilitat. Umgekehrt geht die
Expansion der Zellen mit einer verminderten Bildung atherosklerotischer Plagues sowie einer
stabileren Plaquearchitektur einher. Ob praoperative regulatorische T-Zell-Level in einem kausalen
Zusammenhang mit der perioperativ auftretenden Destabilisierung atherosklerotischer Plaques
stehen, wurde in einem etablierten atherosklerotischen Mausmodell untersucht. Dazu wurden
Apolipoprotein E-defiziente Mause mit praoperativ moduliertem regulatorischen T-Zell-Level einer
Laparotomie mit moderatem Blutverlust unterzogen. Die Antikérper-vermittelte in vivo Modulierung
regulatorischer T-Zellen erwies sich als spezifisch und resultierte in einer Reduktion der Zellen um
etwa 60 % sowie in einer Expansion zirkulierender regulatorischer T-Zellen um Faktor fiinf gegeniber
der jeweiligen Kontrollgruppe. Die histomorphometrische Auswertung atherosklerotischer Plaques
der Brachiozephalarterien erfolgte am dritten postoperativen Tag. Unabhangig des regulatorischen
T-Zell-Levels fuhrte die Intervention zur Abnahme des Plaque-Kollagengehaltes. Operierte Mause mit
prdaoperativ reduziertem regulatorischen T-Zell-Level wiesen gegeniliber Tieren mit hohem
regulatorischen T-Zell-Level tendenziell instabilere Plagques auf, was sich in Form eines hdheren
Nekrose- und eines niedrigeren Kollagengehaltes manifestierte. Praoperativ niedrige regulatorische
T-Zell-Level waren zudem mit einer numerischen Verdopplung der Anzahl verdeckter fibroser Kappen
als Zeichen vergangener Plaquerupturen assoziiert. Hingegen konnte kein Effekt des praoperativen
regulatorischen T-Zell-Levels auf das postoperative Plaquevolumen, den Anteil glatter Muskelzellen,
den Lipidgehalt sowie die Zellularitat atherosklerotischer Lasionen nachgewiesen werden.
Folgeprojekte werden zeigen, ob die Verlangerung des postoperativen Zeitraumes von drei auf zehn
Tage einen deutlicheren Effekt praoperativer Treg-Level auf die perioperative Plaquedestabilisierung

hervorbringt.

Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse geben erstmals Hinweise auf die Implikation von Tregs in
der Entstehung perioperativer kardiovaskuldarer Komplikationen. Sollte sich in Folgeprojekten ein
protektiver Effekt praoperativ hoher Treg-Level auf die perioperative Plaquedestabilisierung
bestatigen, konnte dies die Grundlage neuer Therapieansdtze zur Pravention kardiovaskularer

Ereignisse nach nicht-kardiochirurgischen Operationen bilden.
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Anhang 1

Anhang 1. Thymusgewebe als Positivkontrolle der immunhistochemischen Foxp3-Farbung. Pink: Foxp3-
positive Zellen, blau: Hamalaun gefarbte Zellkerne. Aufnahme wurde in 100-facher VergréRerung
aufgenommen.
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