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ZUSAMMENFASSUNG

Sepsis ist ein haufiges und akut lebensbedrohliches Syndrom, das eine
Organfunktionsstérung in Folge einer dysregulierten Immunantwort auf eine Infektion
beschreibt. Eine frihzeitige Diagnosestellung und Therapieeinleitung sind von zentraler
Bedeutung fir das Uberleben der Patientiinnen. In einer Pilotstudie konnte unsere
Forschungsgruppe mittels Durchflusszytometrie eine ausgepragte Hyporeaktivitat der
Thrombozyten bei Sepsis nachweisen, die einen potenziell neuen Biomarker zur Sepsis-
Friherkennung darstellt. Zur Evaluation des Ausmalles und Entstehungszeitpunktes der
detektierten Thrombozytenfunktionsstérung wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zusatzlich zu Patient:innen mit Sepsis (SOFA-Score = 2; n=13) auch hospitalisierte
Patient:innen mit einer Infektion ohne Sepsis (SOFA-Score < 2; n=12) rekrutiert. Beide
Kohorten wurden zu zwei Zeitpunkten (t1: <24h; to: Tag 5-7) im Krankheitsverlauf mittels
Durchflusszytometrie und PFA-200 untersucht und mit einer gesunden Kontrollgruppe (n=28)

verglichen.

Phanotypische Auffalligkeiten der Thrombozyten bei Sepsis umfassten: (i) eine veranderte
Expression verschiedener Untereinheiten des GPIb-IX-V-Rezeptorkomplexes, die auf ein
verstarktes Rezeptor-Shedding hindeutet; (ii) ein ausgepragtes Mepacrin-Beladungsdefizit,
das auf eine zunehmend reduzierte Anzahl von &-Granula entlang des Infektion-Sepsis
Kontinuums hinweist; (iii) eine Reduktion endstandig gebundener Sialinsdure im Sinne einer
verstarkten Desialylierung. Die funktionelle Analyse der Thrombozyten bei Sepsis ergab bei
durchflusszytometrischer Messung der Integrin allbB3-Aktivierung (PAC-1-Bindung) eine
ausgepragte generalisierte Hyporeaktivitat gegentiber multiplen Agonisten, die abgeschwacht
bereits bei Infektion nachweisbar war und gemaflt ROC-Analysen gut zwischen Infektion und
Sepsis diskriminierte (AUC >0.80 fur alle Agonisten). Im Gegensatz dazu zeigten
Thrombozyten bei Sepsis und Analyse mittels PFA-200 unter Einfluss physiologischer

Scherkréfte eine normale bis gar beschleunigte Aggregation.

Die Reaktivitdtsmessung von Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie stellt weiterhin einen
vielversprechenden Biomarker fur die Sepsis-Friherkennung dar. Fir weitere
Schlussfolgerungen ist jedoch eine groRere Kohorte erforderlich. In nachfolgenden
Untersuchungen sollten zudem mechanistische Ursachen der beschriebenen phanotypischen
und funktionellen Auffalligkeiten von Thrombozyten bei Infektion und Sepsis z.B. mittels

Koinkubationsexperimenten untersucht werden.

—t



SUMMARY

Sepsis is a frequent and life-threatening condition that describes organ dysfunction resulting
from a dysregulated host immune response to infection. Early diagnosis and treatment are
essential to improve patient survival. In a previous pilot study with sepsis patients, our research
identified a severe platelet hyporeactivity using flow cytometry which could become a potential
new biomarker for early sepsis diagnosis. To evaluate onset and extend of the detected platelet
dysfunction in this study, we extended our patient cohort in addition to sepsis (SOFA-score 22;
n=13) also to hospitalized patients with infection without sepsis (SOFA-score <2; n=12). Both
cohorts were assessed at two time points during the disease (t1: <24h; t.: day 5-7) by flow

cytometry and PFA-200 and compared with a healthy control group (n=28).

Platelet phenotypic abnormalities during sepsis included: (i) altered expression of subunits of
the GPIb-IX-V receptor complex, pointing to increased receptor shedding; (ii) a severe
mepacrine loading deficit, indicating an increasingly reduced number of &-granules along the
infection-sepsis continuum; (ii) a reduction of terminally bound sialic acid, suggesting
increased desialylation. Functional analysis of platelets in sepsis revealed a marked and
generalized hyporeactivity toward multiple agonists when integrin allbB3 activation (PAC-1
binding) was measured by flow cytometry, which was already to a lesser extend present in
patients with infection and discriminated well between infection and sepsis according to ROC
analysis (AUC >0.80 for all agonists). In contrast, platelets from septic patients showed normal
to even accelerated aggregation when measured under flow condition and physiological shear
forces by PFA-200.

Analysis of platelet reactivity by flow cytometry remains a promising biomarker for early sepsis
detection, but a larger cohort is needed for further conclusions. In subsequent studies,
mechanistic causes of the described alterations in platelet phenotype and function during

infection and sepsis should be investigated, e.g. by means of co-incubation experiments.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit wurden Thrombozytenfunktion und -phanotyp
bei Patient:innen mit Sepsis und Patient:innen mit Infektionserkrankung (aber keiner Sepsis)
untersucht. Einleitend wird ein theoretischer Hintergrund zum Krankheitsbild Sepsis und zur
Thrombozytenbiologie vermittelt, der auf die Forschungsfragestellungen und durchgefiihrten

Untersuchungen hinleitet.

11  Sepsis

1.1.1 Definition der Sepsis — eine fortwdahrende Herausforderung

Die Sepsis ist eine schwere Komplikation von Infektionserkrankungen und ein medizinischer
Notfall. Sie entsteht, wenn ein primar lokales Infektionsgeschehen lebensbedrohliche
systemische Auswirkungen auf den Organismus hat. Dabei liegt die diagnostische
Schwierigkeit in der prazisen und frihzeitigen Abgrenzung einer unkomplizierten
Infektionserkrankung von einer Infektion mit septischem Verlauf. Dieser Schwierigkeit wurde
in den vergangenen Jahrzehnten durch die Implementierung von Konsensdefinitionen durch
internationale  Expert:innenkommissionen  begegnet, die auf Grundlage neuer
epidemiologischer und pathobiologischer Erkenntnisse immer prazisere klinische Parameter

ausfindig machen konnten, um eine Sepsis mdéglichst frihzeitig zu erkennen.

Die aktuelle Sepsis-3 Konsensdefinition flir Erwachsene wurde 2016 publiziert und ist die
zweite Revision der Sepsis-Kriterien. Nach dieser ist der Begriff Sepsis definiert als eine akut
lebensbedrohliche Organfunktionsstérung, die Folge einer dysregulierten Immunantwort auf
eine (mutmalliche) Infektion ist [1]. Erstmals liegt damit der diagnostische Fokus bei der
Sepsis auf Anzeichen einer Organfunktionsstérung und nicht mehr, wie zuvor, auf Zeichen
einer systemischen Inflammationsreaktion (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrom)
[2, 3]. Ferner entfiel mit der Einflhrung der Sepsis-3-Kriterien die alte Definition der ,Schweren
Sepsis®, die durch die Erflllung zweier SIRS-Kriterien und zusatzlich eines Kriteriums der
Organfunktionsstérung definite war [3]. Auch der mikrobiologische Erregernachweis ist nach
den aktuellen Sepsis-3-Kriterien fir die Diagnosestellung nicht mehr zwingend erforderlich und

bereits der klinische Verdacht einer vorliegenden Infektion ausreichend.

Die diagnoseentscheidende Organdysfunktion soll mittels des Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA)-Scores (Tabelle 1) bestimmt werden [1]. Der SOFA-Score ist ein
etabliertes Instrument, das mit seinen klinischen und laborchemischen Parametern den

Funktionszustand wichtiger Organsysteme abbildet und eine hohe prognostische Validitat fur

—t
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einen schweren Krankheitsverlauf mit erhdhter Mortalitat besitzt [4]. Zur Berechnung des
SOFA-Scores wird fir jedes der sechs abgebildeten Organsysteme ein Score-Wert von 0 bis
4 Punkten ermittelt und diese sechs Werte anschlieliende addiert. Ein Anstieg des SOFA-
Scores von mindestens 2 Punkten wird als positiv gewertet und die Diagnose Sepsis gestellt.
Sind fur einzelne Parameter keine Vorwerte bekannt, wird fir die Berechnung dieser
Parameter als Ausgangswert ein Score von 0 angenommen.

Tabelle 1: Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-Score.
FiOz2, Inspiratorische Sauerstoff-Fraktion; MAP, mean arterial pressure; PaO2, Sauerstoff-Partialdruck.

SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)-Score

Score
Organsystem Parameter
0 1 2 3 4
. <200 <100
Atmung PaO,/FiO, 2400 <400 <300 +Beatmung +Beatmung
Koagulation Thmmb[?;‘]’tenzah' >150 | <150 | <100 <50 <20
Leber Bilirubin [mg/dl] <1,2 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12
Mittlerer arterieller
' Druck [mm Hg]/ MAP MAP Dopamin Dopamin 5-1§ Dopamin >1§ /
Herz-Kreislauf Katecholamin- /(Nor)adrenalin | (Nor)adrenalin
. >70 <70 <5
therapie <0,1 >0,1
[Hg/kg/min]
Zentrales Glasgow-Coma- 15 13-14 10-12 6-9 <6
Nervensystem Scale
Niere Kreatinin [mg/dl] <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5

Die Maximalvariante einer Sepsis ist der Septische Schock. Dieser ist definiert als das
gleichzeitige Vorliegen einer erforderlichen Katecholamintherapie bei Hypotonie zur
Aufrechterhaltung eines mittleren arteriellen Blutdrucks von =65mmHg trotz adaquater
Volumentherapie und eines Serum-Laktats =2 mmol/L als Zeichen einer Gewebe-

Hypoperfusion und resultierender metabolischer Dysfunktion.

Die Suche der Expert:innenkommission nach passenden klinischen und laborchemischen
Parametern fir die Sepsis-3-Definition erfolgte mittels systematischer Literaturdurchsicht [5]
und retrospektiver empirischer Datenanalyse [6]. Bei Letzterer fokussierten sich die
Expert:innen bei der Analyse grofRer klinischer Datensatze darauf, Konstellationen klinischer
Parameter zu finden, die mit einem deutlich schlechteren klinischen Outcome von
Infektionspatient:innen assoziiert waren, als primar zu erwarten gewesen ware. Der SOFA-
Score erwies sich dabei mit einer AUROC (area under the receiver operating characteristic)
von 0.74 gegenuber den SIRS-Kriterien der Sepsis-2-Definition (AUROC 0.66) als Uberlegen
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zur Vorhersage schwerer Krankheitsverlaufe von Patient:innen mit Infektionserkrankungen mit
erhohter Mortalitat. Singer et al. weilen dennoch explizit darauf hin, dass auch die aktuellen
Diagnosekriterien zur Abgrenzung einer Sepsis von einer Infektion noch keinen
diagnostischen Goldstandard darstellen und in kinftigen Studien insbesondere nach neuen

Biomarkern fur eine frihzeitige und eindeutige Sepsis-Diagnosestellung gesucht werden solle.

Neuere Publikationen aus den letzten Jahren versuchen, das heterogene Syndrom Sepsis
durch die Bestimmung von Sepsis-Subtypen differenzierter zu betrachten. Dabei konnten z.B.
Seymour et al. im Rahmen retrospektiver Analysen klinischer Daten unter Zuhilfenahme
Maschinellen Lernens vier Sepsis-Phanotypen (a, B, y und d) identifizieren und validieren [7].
Diese zeichnen sich wu.a. durch distinkte Muster pathologischer Parameter und
unterschiedliche Mortalitatsraten aus und koénnten zuklnftig ein passgenaueres

therapeutisches Vorgehen ermdglichen.

1.1.2 Epidemiologie — Sepsis ist haufig, letal und 6konomisch relevant

Sepsis ist ein haufiges Krankheitsbild. Nach Schatzungen der Global-Burden-of-Disease-
Study erkranken weltweit jahrlich circa 49 Millionen Menschen an einer Sepsis, wovon etwa
11 Millionen Menschen an deren Folgen versterben [8]. Dies entspricht circa 20% aller
globalen Todesfalle. Obwohl die Inzidenz von Sepsis zwischen den Jahren 1990 und 2017 um

knapp 20% gesunken ist, bleibt die Sepsis damit weltweit eine der fihrenden Todesursachen.

Einer Metastudie aus dem Jahr 2021 nach betrug die 30-Tages-Mortalitat in Deutschland fur
Sepsis 26,5% und fur Septischen Schock 30,5% [9]. Fur Nordamerika und das restliche
Europa zeigten sich etwas niedrigere Mortalitatsraten. Kontrar zum globalen Trend sinkender
Sepsis-Fallzahlen steigt die Inzidenz von Sepsis in den Vereinigten Staaten weiter an [10, 11].
Mégliche Ursachen hierfur sind die alternde Population und eine zunehmende Anzahl an
Komorbiditaten. Das mittlere Lebensalter der in Deutschland an einer Sepsis verstorbenen
Patient:innen lag bei 76 Jahren. Etwa 41% davon waren weiblich. Der haufigste Infektions-
fokus von an Sepsis Verstorbener waren die Atemwege (52,5%), gefolgt vom
Urogenitalsystem (24,3%) [12]. Wichtige Risikofaktoren flr das Entwickeln einer Sepsis im
Erwachsenenalter sind ein hohes Lebensalter, mannliches Geschlecht und das Vorliegen

einer Immundefizienz [13].

Die Behandlung des Krankheitsbilds Sepsis hat weitreichende gesundheitsékonomische
Relevanz, da es in den Industrienationen das Krankheitsbild mit den hochsten versursachten
Krankenhauskosten ist. Allein im Jahr 2017 lieken sich mit knapp 40 Milliarden Dollar 8,8%
der aggregierten US-Krankenhauskosten auf Sepsis-assoziierte  Behandlungen

zuruckverfolgen [14]. Wichtige Grinde hierfur sind Uberdurchschnittlich lange Klinikaufhalte
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und die haufige Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Behandlung. Mit einem Anteil von
11% aller Einweisungen auf eine Intensivstation ist Sepsis der meistdokumentierte Grund fur

eine intensivmedizinische Behandlung in einkommensstarken Landern [15].

1.1.3 Atiologie und Pathophysiologie der Sepsis

Der haufigste Ausldser einer Sepsis ist eine bakterielle Infektion, wobei die gelaufigsten
Bakterienstamme Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. und Escherichia coli sind [16,
17]. Aber auch Viren und in seltenen Fallen Pilze und Parasiten kénnen eine Sepsis
verursachen. Die Sepsis ist ein klinisch und biochemisch komplexes Syndrom mit noch
unvollstandig geklarter Pathophysiologie. Nach dem aktuellen Stand der Forschung werden
drei Hauptsaulen in der Pathophysiologie der Sepsis unterschieden: Inflammation,
endotheliale Dysfunktion und septische Koagulopathie. Daraus resultieren Stérungen der

Mikro- und Makrozirkulation, die zu einer potenziell reversiblen Organdysfunktion fihren [18].

1.1.3.1 Inflammation

Invasive Mikroorganismen und ihre Zellbestandteile stellen sog. Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs) dar, die von Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition
Receptors; PRRs) wie z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) auf immunkompetenten Zellen als
fremd erkannt werden und eine Entziindungsreaktion auslosen [19]. Im Rahmen des
Infektionsgeschehens freigesetzte intrazellulare Bestandteile geschadigter Wirtszellen, sog.
Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs), werden ebenfalls von PRRs erkannt [20,
21]. PRRs aktivieren Transkriptionsfaktoren wie NF-kB [22], wodurch die Transkription von
Genen induziert oder supprimiert wird und in der Folge Entziindungsmediatoren wie Interleukin
(IL)-1 oder Tumornekrosefaktor-a von Immunzellen freigesetzt werden. Diese locken weitere
zirkulierende Immunzellen wie Monozyten und Neutrophile zum Infektionsgeschehen [23] und
fuhren u.a. zur Produktion von Akute-Phase-Proteinen wie C-reaktives Protein (CRP) und

Fibrinogen in der Leber [24].

Die Entzindungsreaktion wird durch ein Nebeneinander von pro-inflammatorischen und anti-
inflammatorischen Mediatoren gesteuert, mit dem Ziel, eine Reaktion auszuldsen, die stark
genug ist, um Krankheitserreger zu eliminieren und gleichzeitig Ortlich begrenzt bleibt, um
kollaterale Gewebeschaden zu minimieren [23]. Tendenziell gehen Patient:innen von einem
anfanglich Uberwiegend pro-inflammatorischen Zustand im Krankheitsverlauf in einen
entzindungshemmenden immunsuppressiven Zustand Uber [25, 26]. Gelingt dem
Organismus die Aufrechterhaltung dieser Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Mediatoren, bleibt es bei einer funktionalen, temporaren und Ilokal begrenzten

Entziindungsreaktion. Aus noch unzureichend verstandenen Grinden kommt es bei der
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Sepsis zu einer Dysregulation und systemischen Ausbreitung proinflammatorischer
Mechanismen. Moégliche Ursachen sind der Abfluss von Zytokinen und anderen Mediatoren,
sowie Bakterien oder anderen Erregern vom Infektionsherd Gber Blut und Lymphe hin zu den
Kapillaren zuvor nicht betroffener Organe [27]. Maldgeblich verantwortlich fir die klinische
Symptomatik der Sepsis ist die korpereigene Immunreaktion auf die Mikroorganismen und

nicht die Erreger selbst.

1.1.3.2 Endotheliale Dysfunktion & Septische Koagulopathie

Auch das Endothel wird durch zirkulierende Entzindungsmediatoren aktiviert, was zu einer
vermehrten Exposition von Adhasionsmolekilen flr Immunzellen fihrt und eine Erweiterung
der Gap Junctions zwischen den Endothelzellen zur Folge hat [28]. Als wichtiger Mediator
dieses Prozesses wurde die Aktivierung von endothelialem PAR1 (Protease-activated
receptor 1) durch Thrombin identifiziert [29]. Plasma und Leukozyten gelangen dadurch
vermehrt aus dem GefalRsystem ins Gewebe. Eine mdgliche Folge der systemischen
Endothelaktivierung und -schadigung ist das capillary leak syndrom. Dabei kommt es durch
den UbermafRigen Austritt von Blutplasma ins Gewebe zur arteriellen Hypotonie,

generalisierten Odemen und mikrovaskularer Hypoperfusion [30].

Die Endothelaktivierung am Ort der Inflammation fihrt auRerdem zur vermehrten Freisetzung
thrombozytenaktivierender Mediatoren wie des von-Willebrand-Faktors und Thromboxanen.
Durch eine Endothelschadigung im Rahmen der Entzindungsreaktion wird zusatzlich tissue
factor freigesetzt und folglich die Aggregation von Thrombozyten, sowie die
Gerinnungskaskade initiiert [27]. Es kommt zum Prozess der sog. Immunothrombose, bei dem
es durch ein komplexes Zusammenspiel u.a. von Neutrophilen, Thrombozyten,
Gerinnungskaskade, Komplementsystem und Zytokinen zur Bildung mikrovaskularer
Thromben kommt, die eine systemische Ausbreitung des Erregers uUber den Blutstrom
verhindern kédnnen [31]. Wahrend die Immunothrombose bei lokalen Entziindungsgeschehen
den Organismus schutzt, tragen die zugrunde liegenden Mechanismen bei Sepsis potenziell
zu einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC), einer erhdhten Inzidenz von
Thrombembolien [32], Gewebeischamie und letztlich Multiorganversagen bei. Durch den
massiven Verbrauch von Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren kann es simultan zum

thrombotischen Geschehen auch zu schweren Blutungen kommen.

1.1.4 Symptome, Diagnostik und Therapie der Sepsis
Die Sepsis hat kein pathognomonisches Leitsymptom und auch laborchemisch steht bislang
kein diagnostischer Goldstandard zur Verfigung. Entscheidend fir die Erkennung einer

Sepsis ist deshalb die Zusammenschau klinischer und gegebenenfalls laborchemischer,
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mikrobiologischer und radiologischer Befunde. Die klinische Prasentation ist sehr variabel und
richtet sich vor allem initial stark nach dem Ort des Infektionsgeschehens. Begleitend kénnen
unspezifische Symptome wie Tachykardie, arterielle Hypotonie, verandertes Bewusstsein,
verminderter Allgemeinzustand, Hyper-/Hypothermie, generalisierte Odeme und Oligurie
auftreten [33].

Seit EinfUhrung der Sepsis-3-Definition ist das zentrale Diagnosekriterium der Sepsis ein
positiver SOFA-Score (Tabelle 1) als Zeichen einer Organdysfunktion bei gleichzeitig
bestehendem Verdacht einer Infektion. Die diagnostischen Malinahmen bei Verdacht auf
Sepsis beruhen aufRerdem auf folgenden drei Bereichen: (1) Zur mikrobiologischen Diagnostik
sollte vor Beginn einer Antibiotikatherapie adaquates Probenmaterial wie z.B. Blutkulturen
gesichert werden. Bei erfolgreicher Erregerbestimmung kann die Antibiotikatherapie im
Behandlungsverlauf angepasst werden. (2) Zur Identifizierung des Infektionsfokus kommen
zusatzlich zur kérperlichen Untersuchung und Anamnese auch bildgebende Verfahren zur
Anwendung. (3) Mit Hilfe der Labordiagnostik konnen im Blut Entziindungsmarker wie CRP
und Procalcitonin (PCT), das Serum-Laktat und Labormarker zur Beurteilung wichtiger

Organfunktionen bestimmet werden [34].

Bereits der Verdacht auf das Vorliegen einer Sepsis stellt immer einen medizinischen Notfall
dar [33]. Parallel zur Diagnostik sollten deshalb unverziglich therapeutische MalRnahmen
eingeleitet werden. Bis heute existiert keine spezifische Therapie fur Sepsis. Deren
leitliniengerechte Behandlung beruht auf folgenden drei gleichermalf3en wichtigen Bereichen:
(i) Zur Kontrolle des Infektionsgeschehens sollte innerhalb der ersten Stunde nach Verdacht
auf Sepsis eine kalkulierten Breitspektrum-Antibiotikatherapie gestartet werden [35], sowie
ggf. eine zeitnahe interventionelle Fokussanierung (z.B. bei Abszessen) durchgefihrt werden.
Seymour et al. konnten im Rahmen einer Multicenter-Studie zeigen, dass die verstrichene Zeit
bis zum Beginn einer Antibiotikatherapie essenzieller Pradiktor fir das Uberleben bei Sepsis
ist. Patient:innen, die Antibiotika frihestens 3 Stunden und weniger als 12 Stunden nach
Stellung der Verdachtsdiagnose Sepsis erhielten, wiesen im Vergleich zu Patient:innen, die
Antibiotika innerhalb von 3 Stunden verabreicht bekamen, eine um 14% erhdhte Mortalitat auf
[36]. (ii)) Zur hamodynamischen Stabilisierung wird bei Zeichen einer Hypoperfusion eine
initiale Volumentherapie mit Kristalloiden empfohlen. Bei persistierender hamodynamischer
Instabilitdt kommen vasoaktive Medikamente zur Anwendung, wobei Noradrenalin die erste
Wahl darstellt [35]. (iii) Die bedarfsgerechte supportive Therapie umfasst u.a. Beatmungs- und
Sauerstofftherapie, Blutzucker-Management, Thrombose- und Stressulkusprophylaxe,

Ernahrungstherapie und Nierenersatzverfahren [33, 34].
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1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind die Schlisselzellen der primaren Hamostase. Zunehmend werden sie
aullerdem als wichtige Akteure bei der Inflammation und antimikrobielle Wirtsabwehr [37],
sowie der Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat erkannt [38]. Damit sind sie von zentraler
Bedeutung fur das pathophysiologische Verstandnis der Sepsis. Im Folgenden werden
relevante Informationen zur Biologie der Thrombozyten erldutert und die Studienlage zur

Untersuchung der Thrombozytenreaktivitat bei Sepsis vorgestellt.

1.2.1 Histologie

Thrombozyten (engl. platelets) sind mit einem Durchmesser von 1-4 um und einer Dicke von
0,5 um die kleinsten Zellen im menschlichen Blut [39, 40]. Sie haben im Ruhezustand eine
bikonvexe Form und bilden nach Aktivierung Pseudopodien aus (Abbildung 1A/B).
Thrombozyten besitzen keinen Zellkern und sind folglich nur noch in begrenztem Male zur
Proteinbiosynthese fahig. Physiologisch liegt die Thrombozytenzahl beim Menschen zwischen
150 und 400 Thrombozyten pro Nanoliter Vollblut. Liegt die Thrombozytenzahl im Blut unter
150 nl, ist dies definiert als Thrombozytopenie. Ubersteigt die Thrombozytenzahl im Blut 400

nlI"!, spricht man von einer Thrombozytose.

Abbildung 1: Thrombozytenmorphologie im Ruhezustand und nach Aktivierung.

(A) Ruhender Thrombozyt in bikonvexer Form; 30.000-fache VergroRerung. (B) Aktivierter Thrombozyt
nach Ausbildung von Pseudopodien; 13.000-fache Vergroflerung. (A,B) Rasterelektronenmikroskopie.
(C) Wichtige histologische Strukturen von Thrombozyten sind a-Granula (G), -Granula (DB) und
Mitochondrien (M); 25.000-fache VergroRerung; Transmissionselektronenmikroskopie. Quelle der
Abbildungen (modifiziert): Thomas, SG. (2019), Platelets (4th Edition), S. 48/58 [41].

Die Plasmamembran der Thrombozyten besitzt im Vergleich zu anderen Blutzellen eine
besonders dicke Glykosylierung der membranstandigen Proteine [42]. Diese Glykoproteine
sind essenziell fir die Thrombozytenaktivierung, -adhasion und -aggregation. Die beiden am
zahlreichsten exprimierten Oberflachenstrukturen sind der Rezeptorkomplex Integrin allb3
mit circa 83.000 Kopien pro Thrombozyt [43] und der von Willebrand Faktor (VWF)-
Rezeptorkomplex GPIb-IX-V mit circa 25.000 Kopien [44]. Integrin allbB3 ist der wichtigste

Fibrinogenrezeptor auf Thrombozyten und erkennt neben Fibrinogen auch vWF, Fibronektin
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und Vitronektin [45]. Der GPIb-I1X-V-Komplex bindet tber das Adapterprotein vWF, das vom
Endothel und aktivierten Thrombozyten sezerniert wird, indirekt Kollagen. Der Hauptteil des
Rezeptors ist ein Heterodimer, bestehend aus zwei Polypeptidketten - einer Alphakette
(GPIba) und einer Betakette (GPIbB) - die durch Disulfidbindungen kovalent miteinander
verbunden sind. Die GPlba-Untereinheit stellt die vWF-Bindungsstelle bereit und die GPIb3-
Untereinheit ist durch die Phosphorylierung seiner intrazellularen Domane an der
transmembranen Signallbertragung beteiligt [46]. GPVI ist mit circa 9.600 Kopien pro
Thrombozyt ebenfalls in groRer Anzahl auf der Zelloberflache aufzufinden, stellt den
wichtigsten Kollagenrezeptor auf Thrombozyten dar und gehdrt zur Immunoglobulin-
Superfamilie der Rezeptoren. GPVI liegt in einem Komplex mit der FcR-y-Kette vor, der auf
Thrombozyten in monomerer und dimerer Form exprimiert wird. Wahrend die monomere Form
vor allem auf nicht aktivierten Thrombozyten zu finden ist und ihre Affinitat far Kollagen in
physiologischen Konzentrationen gering ist, zeigt die auf aktivierten Thrombozyten dominante
dimere Form eine hohe Affinitat zu den Kollagenen Typ | und Il [47]. Tabelle 2 gibt einen

Uberblick tiber wichtige Oberflachenrezeptoren von Thrombozyten.

Teile der Thrombozyten-Plasmamembran stulpen sich in tubularer Form ins Zellinnere ein und
bilden das Offene Kanalikulare System (open canalicular system; OCS). Bei der Aktivierung
von Thrombozyten fungiert dieses als Weg fir die Freisetzung der I6slichen Granulainhalte
[48], sowie als Plasmamembranreserve, da sich die Thrombozytenoberfliche bei der
Ausbildung von Pseudopodien mehr als vervierfacht [49, 50]. Der submembrane Bereich der
Thrombozyten enthalt ein ausgepragtes Netzwerk von Aktinfilamenten, welches das
kontraktile Zytoskelett der Plasmamembran darstellt und im Zusammenspiel mit Myosin
aktivierten Thrombozyten die Fahigkeit zur Kontraktilitdt und Ausbildung von Pseudopodien
verleint. Wichtige Zellorganellen fur die speziellen Funktionen von Thrombozyten sind o-
Granula und 8-Granula (Abbildung 1C). Darlber hinaus enthalten Thrombozyten Lysosomen,
Mitochondrien und Glykosome [51]. a-Granula sind die gréfiten und mit bis zu 80 Granula pro
Thrombozyt die am haufigsten vertretenen Zellorganellen [52]. Sie enthalten sowohl
membranstandige Proteine wie Integrin allbp3 und P-Selektin [53], als auch Uber 300
unterschiedliche l6sliche Proteine wie Adhasionsproteine (z.B. vWF, Fibrinogen),
Koagulanzien und Antikoagulanzien (z.B. Gerinnungsfaktoren, Antithrombin, Protein S),
Chemokine (z.B. Plattchenfaktor 4, Interleukin-8), Wachstumsfaktoren, mikrobizide Proteine
und Immunmediatoren [54]. Die meisten der Granulamembran-gebundenen Proteine sind
bereits auf der Oberflache ruhender Thrombozyten vorhanden, P-Selektin jedoch wird
ausschlieBBlich nach Aktivierung und Exozytose von a-Granula auf der Oberflache von

Thrombozyten exprimiert.
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Tabelle 2: Wichtige Thrombozytenrezeptore

Die Tabelle zeigt fir eine Auswahl funktional wichtiger Oberflachenrezeptor(komplex)en Untereinheiten,
Anzahl der Kopien pro Thrombozyt, wichtige Liganden und eine vereinfachte Darstellung ihrer Funktion.
Die Auflistung ist inhaltlich angelehnt an Giannini et al. [55]. GP, Glykoprotein; CLEC-2, C-type lectin-2;
PAR, Protease-activated receptor; TXA2-R, Thromboxan A2-Rezeptor; CD, cluster of differentiation;
VWEF, von-Willebrand-Faktor; PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1; ADP, Adenosindiphosphat.

Wichtige Thrombozytenrezeptoren

Rezeptor . Kopien pro . .
(komplex) Bestandteil | Synonyme Thrombozyt Liganden Funktion
GPIbA CD42b
GPIbB CD42c = i
GPIb-IX-V ~25.000 43 VWF agnasion,
GPIX CD42a lvierung
GPV CD42d
CD41; o
GPIlb Integrin allb Fibrinogen (VWF, | 5 41 2cion
GPlib/llla ~83.000 B8 Vitronectin, Aqare atio’n
GPllla CD61; Fibronektin) ggreg
Integrin B3
Kollagen Typ | &
GPVI GPVI ) ~9 600 (56! [l (Laminin, Adhasion,
' Fibrinogen, Aktivierung
Fibrin)
GPla CD49;,
Integrin a2
GPlallla 4.600 ©8 Kollagen Adhasion
GPlla CD29;
Integrin B-1
P-Selektin - CD62P ~8.900 B¢ PSGL-1 Adhasion
CLEC-2 - - ~3.700 B8 Podoplanin Aktivierung
PAR1 - - 550 — 2000 b7
Thrombin Aktivierung
PAR4 - - ~540 8l
P2Y, - - ~135 159
ADP Aktivierung
P2Y - - ~425 160
TXA2-R - - n/v Thromboxan A2 | Aktivierung

0-Granula sind mit 3 bis 9 Granula pro Thrombozyt in geringerer Anzahl vertreten als a-
Granula und werden aufgrund ihrer elektronendichten Darstellung auch synonym als dichte
Granula bezeichnet [61]. Ursachlich dafur ist die in &-Granula enthaltene hohe
Konzentrationen von Calcium. Weitere d-Granulainhalte sind Adenosindiphosphat (ADP),
Adenosintriphosphat (ATP) und Polyphosphate, sowie 90% des im Korper - aul3erhalb des
ZNS - vorhanden Serotonins [54, 62]. Auch membrangebundenes CDG63 findet sich in 6-

Granula [63].
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1.2.2 Lebenszyklus der Thrombozyten

Bei einer durchschnittlichen Zirkulationsdauer von 5-12 Tagen miussen taglich etwa 100
Milliarden gealterte Thrombozyten von unserem Organismus abgebaut und zur Erhaltung der
Homoostase durch neue ersetzt werden [64]. Zur Vermeidung spontaner Blutungsereignisse
bei Thrombozytopenie oder Thrombusformation bei Thrombozytose missen Thrombozyten-
produktion und -abbau aufeinander abgestimmt werden. Die Steuerung der Thrombozytenzahl

im Blut unterliegt dabei komplexen und noch nicht vollstandig verstandenen Mechanismen.

Thrombozyten entstehen durch Abschnlirung von Auslaufern der Megakaryozyten im
Knochenmark nach Stimulation durch den Wachstumsfaktors Thrombopoietin (TPO) [65]. Neu
gebildete Thrombozyten haben typischerweise ein groReres MPV als altere Thrombozyten
[66]. Mit zunehmender Zirkulationsdauer wird im Rahmen der physiologischen Zellalterung auf
der Thrombozytenoberflache an Glykane gebundene endstandige Sialinsdure abgebaut. Als
Glykane werden in diesem Kontext der Kohlenhydratanteil von Glykoproteinen, Glykolipiden
oder Proteoglykanen bezeichnet. Der Abbau von Sialinsaure geschieht physiologisch
uberwiegend mittels Hochregulation der endogener Neuraminidasen Neu1 und Neu3, die u.a.
auf der Plasmamembran der Thrombozyten exprimiert werden [67], oder pathophysiologisch
z.B. durch das Einwirken bakterieller Neuraminidasen. GPIb ist das am starksten glykosylierte
Oberflachenantigen auf Thrombozyten [68] und tragt bis zu 80% der auf Thrombozyten

gebundenen Sialinsaure [69].

Durch den Abbau von Sialinsdure wird zunehmend darunterliegende Galaktose auf der
Thrombozytenoberflache exponiert. Gealterte Thrombozyten werden anschlieRend durch den
auf Hepatozyten und Kupffer-Zellen lokalisierten Ashwell-Morell Rezeptor [70, 71] Uber
freiliegende endstandige Galaktose oder N-Acetylglucosamin gebunden [72] und anschlieRen
phagozytiert (Abbildung 2). Der AMR ist ein transmembrandser Glykoproteinkomplex, der zur
Gruppe der C-Typ Lektine (CLEC) zahlt. Durch die Bindung desialylierter Thrombozyten
kommt es zur Auslésung der JAK2-STAT3-Signalkaskade und konsekutiv zur Produktion und
Sekretion von TPO, das mittels Mpl-Rezeptorbindung auf Megakaryozyten [71] und
Hamatopoetischen Stammzellen [73] im Knochenmark die Thrombopoese induziert und den
Feedback-Kreislauf schlielt. Interessanterweise konnten Wang et al. zeigen, dass die
Injektion bakterieller Neuraminidasen von Arthrobacter ureafaciens und Streptococcus
pneumoniae in Mausen zur Entfernung der Sialinsdure von O-Glykanen auf GPlba fuhrt. Dies
bewirkt die Entfaltung der mechanosensorischen Domane (MSD) von GPIba, was die GPIb-
IX-Signalubertragung aktivierte und daruber die Oberflachenexpression der endogenen
Neuraminidase Neu1 induzierte. Neu1 schlieRlich verursacht die Freilegung von -Galaktose

auf N-Glykanen, die u.a. vom AMR erkannt wurden [74].
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Abbildung 2: Thrombozytenglykom und seine Rolle bei der Steuerung der Thrombozytenzahl.
Gealterte Thrombozyten verlieren zunehmend endstandige Sialinsdure. Der hepatische Ashwell-Morell
Rezeptor erkennt und bindet desialylierte Thrombozyten Uber freiliegende Galaktose oder N-
Acetylglucosamin. Die Bindung Uber Galaktose fuhrt in Hepatozyten mittels Aktivierung der
Tyrosinkinase JAK2 und Rekrutierung des Transkriptionsfaktors STAT3 zu TPO mRNA-Produktion und
folglich zur Synthese und Sekretion von TPO. GIcNAc, N-Acetylglucosamin. Quelle der Abbildung
(modifiziert): Li et al. (2016), Seite 13 [69].

Studienergebnisse deuteten darauf hin, dass neben dem AMR weitere Rezeptoren an der
Bindung und Entfernung desialylierter Thrombozyten beteiligt sind [72, 75]. Mit Hilfe der
intravitalen Spinning-Disk-Mikroskopie beobachteten Deppermann et al. bei gesunden
Mausen eine rasche Anhaufung desialylierter Thrombozyten fast ausschlieRlich auf Kupffer-
Zellen [76]. Kupffer-Zellen sind die gréf3te Population von Makrophagen des Organismus und
befinden sich im Gefalraum der Leber fest mit den Sinusoiden verbunden [77]. Als
vermittelnden Rezeptor zwischen Kupffer-Zellen und Thrombozyten konnten sie das
macrophage galactose-type lectin (MGL) identifizieren, ein C-Typ-Lektin, das wie der AMR an
Glykoproteine bindet, die terminale N-Acetylglucosamin- oder Galaktosereste exprimieren. Die
experimentelle Entfernung der Kupffer-Zellen flhrte zu einer drastischen Erhéhung der Anzahl
zirkulierender desialylierter Thrombozyten. Die Kombination von AMR-Mangel und
Blockierung von MGL fihrte zu einer fast vollstandigen Aufhebung der Adhasion von
desialylierten Thrombozyten an Kupffer-Zellen und durch die Anhaufung gealterter

dysfunktionaler Thrombozyten zu einer verstarkten Blutungsneigung [76].

Unter inflammatorischen Bedingungen kommt es zum Prozess der reaktiven Thrombopoese.
Dabei stimuliert freigesetztes IL-6 die hepatische Produktion und Sekretion von TPO, das
wiederum die Thrombopoese im Knochenmark erhdéht [78]. Die Bindung von IL-6 an seinen
hepatischen Rezeptor setzt dabei Uber die Phosphorylierung von STAT3 eine ahnliche
Signalkaskade in Gang, wie die Bindung desialylierter Thrombozyten an den AMR [64]. Akute
Infektionen kénnen daher mit einer sich rasch entwickelnden Thrombozytose einhergehen.
Klinisch zeigt sich allerdings gerade bei Sepsis haufig eine Thrombozytopenie. Etwa 50 % aller

Thrombozytopenien auf Intensivstationen sind auf eine Sepsis zurlickzuflhren [79].

( )
L 1)
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1.2.3 Thrombozytenfunktionen
Thrombozyten sind funktionell maf3geblich an der Hamostase, angeborenen Immunantwort

und Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat beteiligt.

1.2.3.1 Hamostase

Die Endothelzellen der Blutgefalie wirken unter physiologischen Flussbedingungen uber
Mechanismen wie die Freisetzung von Prostaglandin I und Stickstoffmonoxid kontinuierlich
inhibierend auf die Thrombozytenaktivierung [80]. Kommt es zu einer Endothelverletzung,
werden Kollagene und Tissue Factor als Komponenten der subendothelialen extrazellularen
Matrix (EZM) exponiert. VWF wird an freiliegenden Kollagenfasern immobilisiert und dient als
Adapterprotein, an das Thrombozyten Gber den Rezeptorkomplex GPIb-IX-V binden kénnen
[81]. Die entstehenden Bindungen sind zu schwach fir eine dauerhafte Adhasion oder
vollstdndige Thrombozytenaktivierung, fuhren aber zu einem verlangsamten Rollen der
Thrombozyten entlang der EZM und ermoglichen dadurch die bei hohen Scherraten
unwahrscheinliche Bindung von Integrin o231 und GPVI an Kollagenfasern. GPVI ist der
dominante Kollagenrezeptor auf Thrombozyten. Seine Bindung flhrt zu einer stabilen
Adhasion und induziert auRerdem die Thrombozytenaktivierung Gber eine Signalkaskade, die
u.a. in einem Anstieg des zytosolischen Ca?*-Spiegels und der Aktivierung der Phospholipase
Cy2 gipfelt [82, 83]. Die Thrombozytenaktivierung kann auflerdem Uber CLEC-2 und

zahlreiche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erfolgen (Tabelle 2).

Mit der Thrombozytenaktivierung werden simultan zahlreiche Prozesse initiiert: (i) a- und &-
Granula sammeln sich Uberwiegend im Zellzentrum und fusionieren infolge des intrazellularen
Ca?*-Anstiegs mit dem OCS und der duBeren Plasmamembran. Membransténdige Granula-
Proteine wie Integrin allbp3, GPIb-1X-V, GPVI und P-Selektin werden dadurch auf die
Thrombozytenoberflache verlagert und I6sliche Substanzen wie ADP und Serotonin nach
extrazellular freigesetzt [84]. (ii) Der Thrombozytenagonist Thromboxan A2 (TxA2) wird
Cyclooxygenase-1-abhanig aus Arachidonsaure synthetisiert und freigesetzt. (iii) Integrin
allbB3 durchlauft eine Konformationsanderung, die die Bindungsstelle fur Fibrinogen, vVWF,
Fibronektin und Vitronektin freilegt, und damit den wichtigsten Fibrinogen-Rezeptor von einem
niedrig-affinen Zustand in einen Zustand hoher Affinitat fir genannte Liganden versetzt [82].
Dadurch wird Uber das Briuckenprotein Fibrinogen eine stabile Vernetzung zwischen
Thrombozyten, sowie zwischen diesen und freiliegender EZM ermdglicht. Dieser Prozess ist
essenziell fir die Aggregation [45]. Gebundenes Integrin allbp3 wiederum fuhrt zur Outside-
In-SignalUbertragung, was beispielweise zu Umlagerungen des Zytoskeletts fuhrt [85]. (iv) Mit
der Thrombozytenaktivierung kommt es zur Reorganisation des Zytoskeletts und zur
Ausbildung von Pseudopodien. Dies fluhrt zu einer ausgepragten VergrofRerung der

Oberflachenausdehnung.




EINLEITUNG

Parallel zu den beschriebenen Prozessen aktiviert der bei der Gefalverletzung freigesetzte
Tissue Factor den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade und flihrt so zur Bildung von
Thrombin. Thrombin, ADP, TxA2, sowie weitere freigesetzte Mediatoren binden an ihre
spezifische Thrombozytenrezeptoren (Tabelle 2) und verstarken als autokrin und parakrin
wirkende Agonisten die Thrombozytenrekrutierung [86, 87]. Thrombin ist auRerdem durch die
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin entscheidend an der Thrombuskonsolidierung beteiligt
[88]. Das Ergebnis ist die Bildung eines Gefalipfropfs an der Stelle der Endothelverletzung,

der die Gefalintegritat wiederherstellt.

1.2.3.2 Immunantwort

Thrombozyten spielen im Rahmen der Immunreaktion bei Infektionen und Sepsis eine wichtige
Rolle. Erste Beschreibungen, dass Thrombozyten mit Bakterien interagieren und Aggregate
um Vibrio cholerae bilden, gehen bereits auf das Jahr 1901 zurick [89]. Heute wissen wir,
dass Thrombozyten Uber Oberflachenrezeptoren wie TLRs, GPIb, GPVI und Integrin allbp3
Krankheitserreger aus allen wichtigen Klassen von Mikroorganismen erkennen und binden
kénnen [90-93]. Derartige Interaktionen zwischen Thrombozyten und Bakterien fihren zur
Aktivierung der Thrombozyten, Granulafreisetzung und in der Folge zur Sezernierung einer
breiten Palette von Peptiden wie Zytokinen, Entzindungsmediatoren und antimikrobielle
Peptide [94], sowie zur Oberflachenexposition von Liganden [95]. Dadurch sind Thrombozyten
an der Initiation, Ausbreitung und Eingrenzung der Entzindungsreaktion durch die direkte
Eliminierung von Erregern [96], Rekrutierung von Leukozyten [97] und die Auslésung der
Akute-Phase-Reaktion beteiligt [98]. Sie kdnnen daher als Teil des angeborenen

Immunsystems verstanden werden.

Exponiertes P-Selektin ermdglicht es aktivierten Thrombozyten Uber P-Selektin-Glykoprotein-
Liganden-1 (PSGL1) an aktiviertes Endothel und Leukozyten zu binden und unterstutzt damit
die Rekrutierung zirkulierender Monozyten und Neutrophilen am Ort der Inflammation [99].
Uber den gleichen Mechanismus kommt es zur Bildung zirkulierender Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregate (platelet-leukocyte-aggregats; PLAs) [100]. Thrombozyten sind
aullerdem durch die Bindung von PAMPs an ihren TLR4-Rezeptor und die nachfolgende
Aktivierung von Neutrophilen an der Bildung von neutrophilen extrazellularen Fallen
(neutrophile extracellular traps; NETs) beteiligt [101]. NETs sind extrazellulare Fasernetze,
bestehend aus grolien Mengen ausgestolienen Chromatins und sezernierten Proteinen wie
z.B. Myeloperoxidase, die zur Immobilisierung und Abtétung von Bakterien im Rahmen einer
Sepsis fuhren [102], aber auch zum pathologischen Verschluss von Gefallen flihren kdnnen
[103].
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1.2.3.3  Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat

Thrombozyten sind insbesondere wahrend eines inflammatorischen Geschehens
entscheidend an der Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat beteilig. Dies geschieht durch
einen Prozess, der sich von der klassischen primaren Hamostase unterscheidet und
organspezifisch abzulaufen scheint [38, 104]. Experimentell zeigte sich, dass eine lokal
induzierte Entzindung z.B. in der Haut oder Lunge von Mausen mit ausgepragter
Thrombozytopenie zu massiven Blutungen am Ort der Inflammation fihrte, nicht aber bei
Mausen mit physiologischen Thrombozytenzahlen [105]. Mechanistisch ursachlich far die
Destabilisierung der Endothelbarriere am Ort der Inflammation scheint die Eroffnung
endothelialer Verbindungen durch die Dephosphorylierung von VE-Cadherin im Rahmen der
neutrophilen Diapedese zu sein [70]. Dabei freigelegtes Kollagen wird GPVI-abhangig von
Thrombozyten gebunden und der Endotheldefekt repariert [106]. Experimentell konnte gezeigt
werden, dass CLEC-2 in Abwesenheit von GPVI durch die Bindung an Podoplanin-
exprimierende Zellen ebenfalls zur Begrenzung von Blutungen in der entziindeten Haut flhrt
[107, 108] und erst die simultane Abwesenheit von GPVI und CLEC-2 Blutungsereignissen
hervorruft. Dem liegt zugrunde, dass der CLEC-2-Ligand Podoplanin auf Makrophagen und
anderen extravaskularen Zellen wahrend einer Hautentzindung hochreguliert wird. Diese
Ergebnisse unterstreichen die essenzielle Bedeutung von GPVI und CLEC-2, sowie deren
Signalkaskade, fiur die Aufrechterhaltung der GefaRintegritat unter inflammatorischen

Bedingungen [109].

1.2.4 Thrombozytenreaktivitat bei Sepsis

Um ein besseres pathophysiologisches Verstandnis der Rolle von Thrombozyten bei der
Entstehung der Organfunktionsstérung im Rahmen der Sepsis zu entwickeln, wurde in Studien
das Aktivierungslevel und die Reaktivitat zirkulierender Thrombozyten von Sepsis-
Patient:innen mit unterschiedlichen Methoden untersucht. Die Mehrzahl der Studien, die die
Funktion zirkulierender Thrombozyten von Sepsis-Patient:innen mittels Aggregometrie
analysierten, berichten eine reduzierte Aggregation nach Agonistenzugabe im Sinne einer
Hyporeaktivitdt der Thrombozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe [110-113]. Einige der
Autoren flhren die reduzierte Aggregation allerdings auf die deutlich niedrigeren
Thrombozytenzahlen in Sepsis-Blutproben zuriick [110, 111, 113], wohingegen Yaguchi et al.
berichten, dass die Hyporeaktivitat auch unter Berlcksichtigung geringerer Thrombozyten-
zahlen besteht und das beobachtete Aggregationsdefizit zusatzlich positiv mit dem
Schweregrad der Sepsis korrelierte [112]. Die Verfasser der PRESS Study hingegen

beobachteten die signifikant starkste Thrombozytenaggregation bei Patient:innen mit Sepsis
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oder septischem Schock, gefolgt von Patient:innen mit einer Infektionserkrankung (aber keiner

Sepsis) und die schwachste Aggregation bei Gesundspender:innen [114].

Auch die wenigen Studien, die die Funktion zirkulierender Thrombozyten von Sepsis-
Patient:innen  mittels Durchflusszytometrie untersuchten, lieferten unterschiedliche
Ergebnisse. Wahrend Tunjungputri et al. eine Hyperreaktivitdt der Thrombozyten von
Sepsispatient:innen mit grampositiven Blutkulturen beobachtete [115], berichten Yaguchi et al.
und Lundahl et al. von einer verringerten Integrin allbB3-Aktivierung nach Agonistenzugabe
auf Thrombozyten von Sepsis-Patient:innen [112, 116]. Und Gawaz et al. berichten in drei
frGhen Studien Uber eine erhohte Integrin allbB3-Aktivierung auf zirkulierenden Thrombozyten
von Sepsis-Patient:innen mit Multiorganversagen, sowie einer erhdhten Anzahl zirkulierender
PLAs [117-119]. Eine erhohte Integrin allbB3-Aktivierung und ADP-induzierte Aggregation
konnten auch bei Thrombozyten von Gesundspender:innen durch die Inkubation mit Sepsis-
Plasma ausgel6st werden [117]. Aus diesen Beobachtungen schlussfolgern die Autoren, dass
Thrombozyten bei Sepsis hyperreaktiv und praaktiviert werden und folglich zu

Zirkulationsstérungen und Organversagen beitragen.

In der Zusammenschau lasst sich feststellen, dass publizierte Studien zur
Thrombozytenreaktivitat bei Sepsis nur in geringer Anzahl vorliegen, diese aufgrund der sich
Uber die Jahre veranderten Sepsis-Diagnosekriterien Kohorten mit unterschiedlichen
Einschlusskriterien untersuchten und die Ergebnisse insgesamt inhomogene bis
widersprichliche sind. Aus diesem Grund flhrte unsere Arbeitsgruppe eine prospektive
Pilotstudie durch, die eine umfassende und leitlinienkonforme Thrombozytenfunktions-
diagnostik von 15 Sepsis-Patient:innen zu drei Messzeitpunkten einschloss [120]. Dabei
konnte durchflusszytometrisch eine hochgradige Hyporeaktivitat der Sepsis-Thrombozyten
festgestellt werden, die bei Stimulation mittels GPVI-Agonisten CRP-X. am deutlichsten
ausgepragt war, molekularbiologisch auf einen proximalen GPVI-Signaldefekt zuriickzufihren
war und die der Abnahme der Thrombozytenzahl im Durchschnitt um 1,6 Tage vorausging.
Zusatzlich konnten Hinweise auf einen Beladungsdefekt der Sepsis-Thrombozyten mit &-

Granula beobachtet werden.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Sepsis ist ein haufiges und akut lebensbedrohliches Syndrom, das sich als Komplikation einer
Infektionserkrankung entwickeln kann. Von groRter Wichtigkeit fir das Uberleben der
Patient:innen ist die unmittelbare Einleitung einer adaquaten Therapie [36, 121]. Zentrale
Herausforderung fur das klinische Personal ist dabei die sichere und frihzeitige Erkennung
der Sepsis, die u.a. mangels der Verfligbarkeit verlasslicher diagnostischer Biomarker

erschwert ist.

Im Rahmen einer Pilotstudie identifizierte unsere Arbeitsgruppe mittels Durchflusszytometrie
eine hochgradig ausgepragte Hyporeaktivitat der Thrombozyten bei Sepsis, die bereits zum
Aufnahmezeitpunkt der Patient:innen auf Intensivstation voll ausgepragt war und einem Abfall
der Thrombozytenzahl im Mittel um 1,6 Tage voraus ging [120]. Diese Charakteristika lieRen
uns vermuten, einen potenziellen Kandidaten fir einen Biomarker zur Sepsis-Friherkennung
identifiziert zu haben. Zielsetzung der vorliegenden Dissertationsarbeit ist durch den
zusatzlichen Einschluss einer Kohorte hospitalisierter Patient:innen mit Infektionserkrankung

(SOFA-Score <2) die Bearbeitung folgender Anschlussfragestellungen:

(I) Wann entwickelt sich die Hyporeaktivitat der Thrombozyten Uber das Infektion-Sepsis-

Kontinuum hinweg?

(II) Eignet sich die beschriebene Hyporeaktivitat, bzw. GPVI-Dysfunktion, der Thrombozyten

potenziell als diagnostischer Biomarker zur Sepsis-Friherkennung?

() Zeigt sich die unter statischen Bedingungen gemessene Hyporeaktivitat der Sepsis-
Thrombozyten auch unter dynamischen Messbedingungen unter der Einwirkung

physiologischer Scherkrafte?

(IV) In welchem Ausmal’ weisen bereits Infektionspatient:innen den bei Sepsispatient:innen

festgestellten Hinweis auf einen 8-Granula-Beladungsdefekt auf?

(V) Lassen Thrombozyten Uber das Infektion-Sepsis-Kontinuum hinweg eine Veranderung der

Oberflachenrezeptoren erkennen?

Zusatzlich sollte im Rahmen einer laborinternen Methodenetablierung untersucht werden, ob
sich die Abnahme der Thrombozytenzahl bei Sepsis-Patient:innen durch eine vermehrte

Desialylierung der Thrombozyten erklaren lasst.
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien.
Alle Puffersysteme wurden mit Reinstwasser aus einem Milli-Q® Integral 3 System (Merck-Millipore)
angefertigt.

Antikorper Klon Hersteller

FITC Mouse Anti-Human CD61 VI-PL2 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

PerCP Mouse Anti-Human CD42a |Beb1 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

APC Mouse Anti-Human CD42b HIP1 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

FITC Mouse Anti-Human CLEC1B

(CLEC2) AYP1 BioLegend (San Diego, CA, USA)

PE Mouse Anti-Human Platelet GP

VI HY101 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

APC Mouse Anti-Human CD41a HIP8 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

FITC Mouse Anti-Human CD42d |LUM3 Nieswandt-Labor (Wurzburg, DE) [122]

PE Mouse Anti-Human Platelet

CD29 MAR4 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

PE-Cy5 Mouse Anti-Human

CD41a HIP8 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

PE Mouse Anti-Human

CD11b/Mac-1 ICRF44 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

APC Mouse Anti-Human CD45 HI30 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

FITC Mouse Anti-Human PAC-1 PAC-1 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

APC Mouse Anti-Human CD62P  |AK-4 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

PE Mouse Anti-Human CD42a REA209 |Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, DE)

Lektin Konjugat

Sambucus nigra Lektin Cy5 Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Ricinus communis Agglutinin | FITC Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Erythrina cristagalli Lektin FITC Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

Succinylated wheat germ

. FITC Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Agglutinin




MATERIAL & METHODEN

Agonist

Adenosindiphosphat (ADP)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Convulxin

Johannes Eble (Minster, DE)

Cross-linked Collagen-Related Peptide (CRP-

Xu)

Cambridge Research Biochemicals
(Billingham, GB); kreuzvernetzt durch
Nieswandt-Labor (Wirzburg, DE)

Rhodocytin

Johannes Eble (Munster, DE)

Thrombin Receptor Activator Peptide 6

Bachem Holding (Bubendorf, CH)

(TRAP-6)

u46619 Enzo Life Sciences (Loérrach, DE)
Substanz

Mepacrin Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Puffersystem Zusammensetzung
NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
NaHCOs 12 mM
NaH2PO4 0,43 mM
HEPES Tyrode’s ohne Ca?* MgCl, 1 mM
HEPES 5mM

Albumin Fraktion V (BSA)
Glukose-Ldsung

0,36 % (w/v)
0,1 % (v/v)

/IpH 7,34
NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
NaHCO; 12 mM
NaH2PO4 0,43 mM
MgCl 1 mM

HEPES Tyrode's mit Ca?* g

CaCl, 2 mM
HEPES 5 mM

Albumin Fraktion V (BSA)
Glukose-Lésung

0,36 % (W/v)
0,1 % (V/v)
/IpH 7,34

—t



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t1573
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2.1.2 Gerate und Zubehor

Tabelle 4: Verwendete Gerate und Zubehor.

Gerit Hersteller

BD FACSCelesta™ Durchflusszytometer BD Biosciences (Heidelberg, DE)

Heraeus™ Megafuge™ 8R Zentrifuge Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Megastar 1.6 Zentrifuge VWR International (Radnor, PA, USA)

Sysmex Hamatologie-Analysator KX21N Sysmex Corporation (Kobe, JP)

INNOVANCE® PFA-200 Siemens Healthineers (Erlangen, DE)

Blutentnahmezubehor

Safety-Multifly®-Kanule 21G Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

S-Monovette® 4,3 ml, Citrat 3,2% Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

PFA-200 Kartuschen

Siemens Healthcare Diagnostics Products

Dade® PFA Collagen/ADP Test Cartridge GmbH (Marburg, DE)

Siemens Healthcare Diagnostics Products

Dade® PFA Collagen/EPI Test Cartridge GmbH (Marburg, DE)

2.2 Methoden

2.2.1 Kohortenrekrutierung

Die vorliegende prospektive Kohortenstudie wurde am Universitatsklinikum Warzburg (UKW)
im Zeitraum von Oktober 2019 bis Februar 2020 nach positivem Votum der Ethikkommission
der Universitat Wirzburg (Aktenzeichen 94/19) und in Ubereinstimmung der Richtlinien der
Deklaration von Helsinki und ihren Amendments durchgefuhrt. Es wurden Patient:innen mit
Sepsis (SOFA-Score =22), Patient:innen mit Infektion (SOFA-Score <2) und gesunde
Proband:innen rekrutiert und Blutproben zur Analyse der Thrombozyten abgenommen. An
jedem Tag, an dem mindestens eine Patient:in mit Infektion oder Sepsis rekrutiert wurde,
wurde als laborinterne Kontrolle ebenfalls eine gesunde Kontrollproband:in rekrutiert.
Abbildung 3 illustriert schematisch den Ablauf der Patient:innen- und Proband:innen-

rekrutierung.

Generelle Ausschlusskriterien bei der Rekrutierung aller Patient:innen und Proband:innen
waren neben Minderjahrigkeit auch Umstande, die bekanntermallen mit einer Veranderung

der Thrombozytenfunktion einhergehen kdénnen und als mogliche Storfaktoren
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ausgeschlossen wurden. Dazu gehdéren eine bestehende Schwangerschaft inklusive Stillzeit,
samtliche hamatoonkologischen Grunderkrankungen, sowie eine chemotherapeutische
Behandlung mit den Medikamenten Cisplatin, Cyclophosphamid, Carmustein, Melphalan,

Vincristin, Daunorubicin, Plicamycin oder Asparaginase [123].

| Patient:innen- & Proband:innenrekrutierung |

!

Generelle Ausschlusskriterien: Proband:innenrekrutierung iiber
-Alter (<18. Lebensjahr) betriebsarztlichen Dienst
-Schwangerschaft 1
-Hamatoonkologische Grunderkrankung v
- Ausgewdhlte chemotherapeutische Behandlungen DT e —
-Vermutete oder gesicherte Infektionserkrankung
Patient:innenrekrutierung iiber -Einnahme Thrombozytenaggregationshemmer
Notaufnahme & Intensivstation
v Proband:inneneinwilligung
Einschlusskriterium: y
Vermutete oder klinisch/mikrobiologisch gesicherte Proband:in zugeteilt zur
Infektionserkrankung unterschiedlicher Genese Studienkohorte ,Kontrollgruppe*“

(bakteriell/viral/fungal)

) 4
| Einmalige Blutentnahme (n=28)

A4

| Bestimmung des SOFA-Scores Ktr'
l SOFA-Score <2 SOFA-Score 22 l
Einschlusskriterien: Einschlusskriterium:
-Patient:in ist aufklarungsfahig Beginn der Sepsis innerhalb
-Beginn der akuten der letzten 24 Stunden

Infektsymptomatik innerhalb der
letzten 24 Stunden

Einwilligung durch Patient:in

Patient:inneneinwilligung ader gesetzliche Vertratung
h 4

Y

Patient:in zugeteilt zur Patient:in zugeteilt zur
Studienkohorte ,Infektion* Studienkohorte ,Sepsis”
| t,: Blutentnahme Tag 0-1 (n=12) | Griinde fir Studien-Dropout: | t,: Blutentnahme Tag 0-1 (n=13) | Griinde fir Studien-Dropout:
-Verweigerung einer zweiten -Verweigerung einer zweiten
> Blutentnahme (n=2) l—’ Blutentnahme (n=1)

h 4 -Krankenhausentlassung (n=4) -Krankenhausverlegung (n=2)

| t,: Blutentnahme Tag 5-7 (n=5) | -Logistisches Versaumnis (n=1) | t,: Blutentnahme Tag 5-7 (n=9) | -Tod (n=1)

Inf Sep

Abbildung 3: Schematischer Ablauf der Kohortenrekrutierung.

Dargestellt sind die Ein- und Ausschlusskriterien der Studienkohorten, sowie die Zeitpunkte der
Blutenthahmen, Anzahl eingeschlossener Individuen (n) und Griinde fir den Studienabbruch/-ausstieg
vor der zweiten Blutentnahme. Ktrl, Kontrollgruppe; Inf, Infektion; Sep, Sepsis; SOFA, sequential organ
failure assessment.

Die Rekrutierung gesunder Proband:innen fir die Studienkohorte ,Kontrollgruppe® (Kitrl)
erfolgte Uber den betriebsarztlichen Dienst des UKW. Proband:innen durften keine vermutete
oder gesicherte Infektionserkrankung aufweisen und zusatzlich innerhalb der letzten zehn
Tage keine Thrombozytenaggregationshemmer wie z.B. Acetylsalicylsdure (ASS)
eingenommen haben. Alle Studienpatient:innen mit einer Infektionserkrankung oder Sepsis

wurden Uber die internistische Notaufnahme oder Intensivstationen des UKW rekrutiert.

( )
{ 20 )
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Patient:innen mit einem SOFA-Score von =22 Punkten wurden analog der Sepsis-3-Kriterien
[1] fur die Studienkohorte ,Sepsis“ (Sep) in Erwagung gezogen, Patient:innen mit einem
SOFA-Score <2 Punkten fiur die Studienkohorte ,Infektion® (Inf). Zusatzlich musste die akute
Symptomatik innerhalb der letzten 24 Stunden aufgetreten sein. Bei Erflllung aller
Einschlusskriterien und nach erfolgter schriftlicher Einwiligung wurden allen
Studienteilnehmenden am Tag der Rekrutierung und den Studienpatientiinnen nach
Maoglichkeit nochmals nach 5 bis 7 Tagen jeweils 17,2 ml 3,2%-Citrat-Vollblut abgenommen.
Die Blutentnahmen bei Studienpatient:innen von Intensivstation wurden nicht-invasiv Gber
bestehende zentralvendse oder arterielle Verweilkanulen durchgefuhrt. Bei Patient:innen, die
Uber die Notaufnahme rekrutiert wurden, wurde meist eine periphere Venenpunktion
durchgefuhrt. Dabei wurde zur Sicherstellung einer unbeeintrachtigten Thrombozytenfunktion
auf eine kurze Zeitdauer zwischen der Anlage des Stauschlauches und der Venenpunktion
geachtet, sowie auf eine treffgenaue Venenpunktion ohne ,Nachstechen®, um die
Wahrscheinlichkeit einer Praaktivierung der Thrombozyten durch den Kontakt der

Punktionsnadel mit extravaskularem Kollagen zu minimieren.

2.2.2 Klinische Daten, Laborwerte und mikrobiologische Befunde

Samtliche Kklinische Daten, Zentrallabordaten und mikrobiologische Befunde der
Studienpatient:innen wurden der elektronischen Patientiinnenakte des UKW entnommen.
Dabei wurden tagesaktuellen Daten, soweit verfiigbar, zu den Zeitpunkten t1 und t gesammelt.
Retrospektiv wurden fur alle Studienpatient:innen Informationen Uber eine Verlegung auf
Intensivstation/Normalstation, die Krankenhausverweildauer, ein Versterben wahrend des
Klinikaufenthaltes und die Entwicklung der Thrombozytenzahlen Uber zehn Tage nach

Studienbeginn ermittelt.

2.2.3 Sysmex-Hamatologieanalysator

Citrat-Vollblut und thrombozytenreiches Plasma (platelet-rich-plasma; PRP) aller
Studienteilnehmer:innen wurde mit Hilfe des Hamatologieanalysators Sysmex KX-21
analysiert und die in Tabelle 11 angegebenen Parameter dokumentiert. Alle Sysmex-
Messungen wurden mit Citrat-Vollblut durchgefiihrt, weshalb die Ergebnisse des Blutbilds
verdunnungsbedingt etwa 10% unterhalb der EDTA-Blutwerte liegen. Samtliche Sysmex-
Messwerte beziehen sich im Gegensatz zu den Zentrallaborwerten auf die identischen
Blutproben, mit denen die laborinternen Analysen der Thrombozyten(funktion) durchgefihrt

wurden.
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2.2.4 Immunfluoreszenzfarbung und durchflusszytometrische Analyse

2241 Expression membranstandiger Proteine

Zur Analyse der Expression ausgewahlter membranstandiger Proteine auf Thrombozyten
wurden pro Durchflusszytometrie-Réhrchen 5 pl Citrat-Vollblut in 45 yl Hepes Tyrodes Puffer
(ohne Ca?*) aufgenommen. Anschlieend wurden die in Tabelle 5 aufgefiihrten Antikérper
hinzugegeben und die Rohrchen 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden pro Réhrchen 1,5 ml FACS-Puffer hinzugefiigt und diese
bis zur Messung am Durchflusszytometer im Dunkeln auf Eis gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Antikorper zur Messung membranstandiger Proteine.

APC, Allophycocyanin; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin
Chlorophyll Protein. CD, cluster of differentiation; CLEC2, C-type-lectin-2; GP, Glykoprotein.

Réhrchen Antikorper Volumen

FITC Mouse Anti-Human CD61 5ul

1 PerCP Mouse Anti-Human CD42a 5ul
APC Mouse Anti-Human CD42b 5ul

FITC Mouse Anti-Human CLEC2 2 ul

2 PE Mouse Anti-Human Platelet GPVI 2 ul
APC Mouse Anti-Human CD41a 5 ul

FITC Mouse Anti-Human CD42d 5ul

3 PE Mouse Anti-Human Platelet CD29 5ul
PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD41a 5ul

Abbildung 4 veranschaulicht und erklart exemplarisch die gewahlte Gating-Strategie zur

Quantifizierung der Rezeptorexpression auf Thrombozyten.

A B C
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] 10 10 10 1’ 10 10 10° 10 10° 1?10 10 10° 10 107

CD41a FSC-A CD42d

Abbildung 4: Gating-Strategie zur Analyse von Thrombozytenrezeptoren.

Dargestellt ist die Gating-Strategie am Beispiel der Quantifizierung des Oberflachenmarkers CD42d auf
Thrombozyten. (A) Isolation der Thombozytenpopulation aus Vollblut mittels Gating auf den
thrombozytenspezifischen Marker CD41a. (B) Isolation der Thrombozyten-Singlets von Zellaggregaten
mittels Gating-Fenster auf FSC-A und SSC-A. (C) Fur die resultierende Thrombozytenpopulation
wurden geoMFI-Werte des jeweiligen Oberflachenmarkers (in diesem Beispiel CD42d) ausgelesen. CD,
cluster of differentiation; FSC-A, forward scatter area; SSC-A, side scatter area.



https://www.aatbio.com/resources/assaywise/2017-6-2/a-practical-guide-for-use-of-pe-and-apc-in-flow-cytometry
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/percp
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/percp
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2242 Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate (PLASs)

Die Durchflusszytometrie ist ein Standardverfahren zur Quantifizierung im Blut zirkulierender
PLAs [124]. Dazu wurden 5 pl Citrat-Vollblut in 45 pl Hepes Tyrodes Puffer (ohne Ca?*)
aufgenommen und die Antikérper PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD41a (5 ul) und APC Mouse
Anti-Human CD45 (5 ul) hinzugegeben. Anschlieliend wurde die Probe 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, mit 1,5 ml FACS-Puffer verdiinnt und bis zur Messung

am Durchflusszytometer im Dunkeln auf Eis gelagert.

Da CD45 im Vollblut ausschlieBlich von Leukozyten und CD41a ausschlieRlich auf
Thrombozyten exprimiert wird, wurden CD45+/CD41a+ Events als PLAs gewertet (Abbildung
5) Die Quantifizierung der PLAs erfolgte als prozentueller Anteil CD41a-positiver Leukozyten
an der gesamten Leukozytenpopulation. CD41a-positive Events wurden definiert als solche
mit einer minimalen CD41a-Fluoreszenzintensitat, die 99 % der reinen Thrombozyten-

population desselben Individuums erfasste.
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Abbildung 5: Gating-Strategie zur Analyse zirkulierender PLAs in Voliblut.

(A) Die Leukozytenpopulation wurde mittels Gating auf CD45-positive Events isoliert. (B)
Quantifizierung CD45+/CD41a+ Events in Prozent aller CD45+ Events. CD, cluster of differentiation;
SSC-A, side scatter area.
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2243 Lektin-Assay

Die Oberflachenexposition endstandiger Sialinsaure, Galaktose und N-Acetylglucosamin auf
Thrombozyten wurde mittels Bindung spezifischer Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Lektine
durchflusszytometrisch analysiert. Da die Zugabe von Lektinen zu Vollblutproben zur
Koagulation fuhrt, wurden samtliche Messungen in PRP durchgeflihrt. Dazu wurde Citrat-
Vollblut fir 20 min bei 152 g und Raumtemperatur zentrifugiert, der thrombozytenreiche

Plasmauberstand abgenommen und dieser fur die weitere Analyse verwendet.

Pro Durchflusszytometrie-Réhrchen wurden 5 ul PRP in 45 pl Hepes Tyrodes Puffer (ohne
Ca?") aufgenommen und je Réhrchen Anti-CD41a-AK (5 ul) und eines der folgenden Lektine
hinzugefugt: SNA (20 pg/ml; bindet bevorzugt an Sialinsaure, die an endstandige Galaktose
in a-2,6- oder a-2,3-Verknupfung gebunden ist), RCA-I (20 ug/ml; bindet bevorzugt
Oligosaccharide, die mit Galaktose enden, aber kann auch mit N-Acetylgalaktosamin
interagieren), ECA (20 pg/ml; hat eine Spezifitat fur Galaktosereste und die hdéchste
Bindungsaktivitat fur Galaktosyl-($-1,4)-N-Acetylglucosamin), sWGA (5 pjg/ml; bindet
spezifisch endstandiges N-Acetylglucosamin). AnschlieRend wurden die R6hrchen 15 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden pro
Roéhrchen 1,5 ml FACS-Puffer hinzugefligt und diese bis zur Messung am Durchflusszytometer

im Dunkeln gelagert. Abbildung 6 erklart exemplarisch die gewahlte Gating-Strategie.
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Abbildung 6: Gating-Strategie zur Analyse der Lektinbindung in PRP.

Dargestellt ist die Gating-Strategie am Beispiel der Quantifizierung der Oberflachenexposition von
Sialinsdure auf Thrombozyten mittels des spezifischen Liganden Sambucus nigra Lektin (SNA). (A) Die
Thrombozytenpopulation wurde mittels Gating auf CD41a von residualen Erythrozyten und Leukozyten
isoliert. (B) Die Lektinbindung (in diesem Beispiel SNA) der Thrombozyten wurde mittels geoMFI-Werte
quantifiziert und ausgelesen. CD, cluster of differentiation; geoMFIl, geometric mean fluorescence
intensity.
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2.2.4.4 Analyse der 6-Granula mittels Mepacrin-Assay

Die Anwesenheit von 6-Granula in ruhenden Thrombozyten sowie deren Degranulation nach
Agonistenzugabe kann durchflusszytometrisch durch eine Surrogat-Farbung mit dem
Antiprotozoikum Mepacrin analysiert werden, welches sich selektiv in 8-Granula anreichert.
Manukjan et al. konnten zeigen, dass dieser Assay eine sensitive und effiziente Methode zur
Detektion vorliegender 8-Granula-Defekte darstellt und durch die Aufzeichnung der Kinetik
zuverlassig zwischen Aufnahme-, Freisetzungs- und kombinierten Defekten unterscheiden
lasst [125].

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien zur Analyse der 8- Zur Durchfiihrung dieses Assays

Granula.

APC, Allophycocyanin; CD, cluster of differentiation. wurden in  zwei  Durchfluss-

zytometrie-Rohrchen jeweils 5 pl
Réhrch R Volumen /

el eagenz Konzentration Citrat-Vollblut in 45 pul Hepes
APC Mouse Anti- Tyrodes Puffer (ohne Ca?')

1 5ul .
Human CD41a aufgenommen. AnschlieRend
Mepacrin 5 uM wurden die in Tabelle 6
2 APC Mouse Anti- 5 ul aufgefuihrten Reagenzien hinzu-

M

Human CD41a gegeben und die Roéhrchen bei

37°C im Wasserbad fir 30 Minuten
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden pro Réhrchen 1,5 ml Hepes Tyrodes Puffer
hinzugefugt und diese bis zur Messung am Durchflusszytometer im Dunkeln bei

Raumtemperatur gelagert.

Mepacrin besitzt eine Eigenfluoreszenz, die im FITC-Kanal detektierbar ist. Initial wurde
deshalb Roéhrchen 1 flir 60 Sekunden zur Bestimmung der Basis-Fluoreszenz der
Thrombozyten im FITC-Kanal gemessen. Danach wurde Réhrchen 2 fir 60 Sekunden zur
Bestimmung der Beladung der Thrombozyten mit Mepacrin gemessen. Nach anschlieRender
Zugabe des Agonisten TRAP-6 (5uM) zu Réhrchen 2 wurde tUber 300 Sekunden die Mepacrin-
Entladung durch den damit einhergehenden Abfall der Signalstarke im FITC-Kanal
quantifiziert. Abbildung 7 veranschaulicht die gewahlte Gating-Strategie bei der Daten-
auswertung und zeigt exemplarisch eine Messkurve des Mepacrin-Signals (Abbildung 7C). Die
Mepacrin-Beladung wurde definiert als Differenz der geoMFI-Werte zwischen Baseline-
Messung und Mepacrin-Signal vor Agonistenzugabe. Die Mepacrin-Entladung wurde definiert
als Differenz der geoMFI-Werte zwischen Mepacrin-Beladung vor Agonistenzugabe und
Mepacrin-Beladung 180 Sekunden nach Agonistenzugabe. Als Berechnungsgrundlage wurde

daflr jeweils der mittlere geoMFI-Wert eines 30-seklindigen Zeitfensters herangezogen.
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Abbildung 7: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der 5-Granula.

(A) Thrombozyten wurden mittels Gating auf CD41 von den anderen Zellpopulationen aus Vollblut
isoliert. (B) Gating-Fenster auf FSC-A und SSC-A zur Isoierung von Thrombozyten-Singlets. (C)
Messkurve des Mepacrin-Signals Gber 7 Minuten. Analysiert wurde die mittlere geoMFI eines jeweils
30-sekiindigen Zeitfensters der Baseline-Messung (rot), der Mepacrin-Beladung (violett) und der
Restbeladung nach Agonistenzugabe und konsekutiver Degranulation (hellblau). CD, cluster of
differentiation; FSC-A, forward scatter area; SSC-A, side scatter area; geoMFI|, geometric mean
fluorescence intensity; FITC, Fluoresceinisothiocyanat.

2245 Thrombozytenreaktivitat nach Agonistenzugabe

Zur durchflusszytometrischen Analyse der Thrombozytenreaktivitit wurden pro
Durchflusszytometrie-Rohrchen 5 pl Citrat-Vollblut in 45 uyl Hepes Tyrodes Puffer (ohne Ca?*)
aufgenommen. Nach Agonistenzugabe (Tabelle 7) folgte eine 5-miniitige Inkubationszeit.
AnschlielRend wurden zu jedem Rohrchen folgende Antikdrper hinzugefiigt: Mouse Anti-
Human CD41a (5 ul) oder Mouse Anti-Human CD42a (5 pl), Mouse Anti-Human PAC-1 (15
pI) und Mouse Anti-Human CD62P (5 pl). Der PAC-1-Antikdrper bindet ausschlielich die fur
Fibrinogen hochaffine Form von Integrin allbB3 und CD62P dient als Surrogatmarker fur die
a-Degranulation durch die Bindung exponierten P-Selektins. Nach weiteren 15 Minuten
Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden pro Réhrchen 1,5 ml FACS-Puffer
hinzugefugt und die Réhrchen bis zur zeithahen Messung am Durchflusszytometer im Dunkeln
auf Eis gelagert. Die Gating-Strategie auf PAC-1 und CD62P erfolgte analog Abbildung 4.
Tabelle 7: Verwendete Agonisten zur Messung der Thromboztenreaktivitat.

CRP-XL, Cross-linked Collagen-Related Peptide; TRAP-6, Thrombin Receptor Activator Peptide 6;
CLEC-2, C-type lectin-like receptor 2; PAR1, Protease-aktivierter Rezeptor 1.

Agonist Konzentration Spezifischer Rezeptor
CRP-X. 0,01 pg/ml
GPVI (Kollagen-Rezeptor)
Convulxin 0,01 pg/ml
Rhodocytin 10nM CLEC-2 (Podoplanin-Rezeptor)
TRAP-6 5 uM PAR1 (Thrombin-Rezeptor)
ADP 5 uM P2Y1;12 (ADP-Rezeptor)
U46619 2uM TXA2-R (Thromboxan A2-Rezeptor)



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t1573
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Als Qualitatskontrolle des Assays zum Ausschluss defekter Agonisten-Aliquots wurden mit
jeder Analyse der Thrombozytenfunktion von Patient:innen auch eine gesunde Proband:in
gemessen. Zeigten die Thrombozyten der gesunden Proband:in nach Agonistenzugabe keine
adaquate Reaktivitdt bei der durchflusszytometrischen Messung, wurden ebenfalls
entsprechende Patient:innenmessungen des gleichen Agonisten-Aliquots von der Auswertung

ausgeschlossen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Auflistung von der Datenauswertung ausgeschlossener Messungen.

Proben-ID Agonisten Ausschlussgrund
Ktrl101 bis Ktrl111, Verwendung eines defekten Hepes Tyrode’s
Inf101, Inf102, Alle Puffersystems, das eine regelrechte Aktivierung der
Sep101 bis Sep104 Thrombozyten verhinderte
Ktrl121, Ktrl122,

Kontrollproband:in zeigt auf alle Agonisten nur

Inf108, Inf107_Tag?, Alle - o
Sep105, Sep106 minimale Reaktivitat
Ktrl127, Ktrl128, Kontrollproband:innen zeigten selektiv auf CRP-X,
Inf106, Inf107, CRP-XL keine Reaktivitdt > Verdacht eines fehlerhaften
Inf111 bis Inf113 Agonisten-Aliquots

Kontrollproband:innen zeigten selektiv auf
Ktrl128, Inf113 ADP+U46619 | ADP+U46619 eine stark verringerte Reaktivitat >
Verdacht eines fehlerhaften Agonisten-Aliquots

Kontrollproband:innen zeigten selektiv auf
Rhodocytin Rhodocytin eine stark verringerte Reaktivitat >
Verdacht eines fehlerhaften Agonisten-Aliquots

Ktrl129,
Inf114_Tag5

2.2.5 Herstellung von Voliblutproben mit reduzierter Thrombozytenzahl

Zur Herstellung von Vollblutproben mit reduzierter Thrombozytenzahl wurde 3,2%iges Citrat-
Vollblut von gesunden Proband:innen bei 152 g fur 20 Minuten zentrifugiert, das PRP
abgenommen und das Sediment aufbewahrt. AnschlieRend wurde das PRP bei der einen
Halfte der Proben jeder Proband:in nochmals bei 2500 g fir 10 Minuten zentrifugiert und der
sich gebildete thrombozytenarme Uberstand (platelet-poor-plasma; PPP) abgenommen. Das
PPP wurde mit dem Sediment resuspendiert, wodurch ein ,thrombozytenreduziertes” Vollblut
entstand. Die andere Halfte der Proben jeder Proband:in dienten als Kontrollproben, um den
mdglichen Storfaktor des Zentrifugierens und Pipettierens auf die Thrombozytenfunktion zu
testen. Dazu wurde das PRP, nachdem es zunachst abgenommen wurde, wieder mit dem
Rest der Probe resuspendiert, wodurch sich die Thrombozytenzahl in der Blutprobe nicht

veranderte.
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2.2.6 INNOVANCE® PFA-200

Die Messung der Thrombozytenreaktivitat unter Flussbedingungen und Scherstress erfolgte
mittels des point-of-care-Systems INNOVANCE® PFA-200. Pro Messdurchgang wurden
800ul 3,2%iges Na-Citrat-Vollblut in eine
kommerziell erhaltliche Messzelle
pipettiert. Die verwendeten Messzellen

enthielten entweder eine mit den

Agonisten  Kollagen und Epinephrin
(KOL/EPI) oder Kollagen und ADP
(KOL/ADP) beschichtete Membran. Die

nachfolgende Analyse erfolgte

Beschichtete Membran
mit zentraler Offnung

Citrat-Vollblut
Kapillare —

vollautomatisch und standardisiert. Die

Citrat-Vollblutprobe wurde dabei zunachst
bei 37,9 °C inkubiert und anschlielRend

mittels Vakuums durch eine Kapillare

Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer

Messzelle des INNOVANCE® PFA-200. aspiriert, woraufhin das Blut auf eine mit
Quelle (Beschriftung modifiziert): Benutzermanual .

des INNOVANCE® PFA-200* Systems (Version 1.0) KOL/EPI oder KOL/ADP  beschichtete

Membran mit zentraler Offnung
(Durchmesser: 150 ym) traf (Abbildung 8). Durch die Agonisten und Scherstress aktivierte
Thrombozyten adhéarierten an der Membran und bildeten an der Membrandffnung ein
Thrombozytenaggregat. Das Wachstum dieses Aggregats verringert unter physiologischen
Bedingungen zunehmend die Durchflussrate bis sie bei vollstandigem Verschluss schlieBlich
sistiert. Das System ermittelte die verstrichene Zeit zwischen dem Start der Aspiration und
dem Verschluss der Membranéffnung (= Verschlusszeit). Aullerdem wurde die
Verschlusskurve (Durchflussrate gegen Zeit) aufgezeichnet. Zur Wahrung der Probenstabilitat
erfolgten alle Messungen in einem Zeitfenster von frihestens 30 Minuten und spatestens 4
Stunden nach Blutentnahme. Laut Herstellerangaben gilt der Referenzbereich der
physiologischen Verschlusszeiten fir Citrat-Vollblut, das eine Thrombozytenzahl >150 nl"' und

einen Hamatokrit >35% aufweist.

28

——
 —
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2.2.7 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism Version 9.3.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) durchgefihrt. Unterschiede wurden als signifikant angegeben,
wenn p<0,05 (*) und als statistisch hochsignifikant, wenn p<0,01 (**), p<0,001 (***) oder
p<0,0001 (****). Samtliche Signifikanztests wurden zweiseitig berechnet. Da die Verteilung
unserer Stichproben aus der Grundgesamtheit nicht bekannt ist, wurden alle Datensatze
mittels D'Agostino-Pearson-Test auf Normalverteilung geprift. Normalverteilte Daten wurde
als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. Nicht-normalverteilte Daten wurden als

Median * Interquartilabstand (IQR) angegeben.

Unterschiede zwischen mehr als zwei unabhangigen Datensatzen (z.B. Kitrl, Inf & Sep) wurden
bei vorliegender Normalverteilung und Varianzhomogenitat mittels einfaktorieller
Varianzanalyse berechnet. Unterschiede zwischen den einzelnen Kohorten wurden post-hoc
mittels Tukey-Kramer-Test berechnet, welcher fir multiples Testen adjustiert. Bei Vorliegen
nicht-normalverteilter Daten wurden Unterschiede zwischen mehr als zwei unabhangigen
Datensatzen mittels Kruskal-Wallis-Test berechnet. Unterschiede zwischen den einzelnen
Kohorten wurden dabei post-hoc mittels Dunn‘s-Test berechnet. Unterschiede zwischen zwei
unabhangigen Datensatzen (z.B. Inf & Sep) wurden bei vorliegender Normalverteilung mittels
ungepaartem t-Test berechnet und mittels Mann-Whitney-U-Test, wenn keine
Normalverteilung vorlag. Unterschiede zwischen zwei abhangigen Datensatzen (z.B. t;und t2
einer Patient:innenkohorte) wurden bei vorliegender Normalverteilung mittels eines gepaarten
t-Tests berechnet und mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, wenn keine Normalverteilung

vorlag.
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3 ERGEBNISSE

3.1  Charakterisierung der Studienkohorten

Infektionserkrankungen umfassen ein breites Spektrum an Krankheitsbildern und auch die
Sepsis selbst ist ein sehr heterogenes Krankheitsbild. Um die Studienkohorten zu
charakterisieren, die korrekte Kohortenzuteilung der Studienpatient:innen zu bestatigen und
die Vergleichbarkeit der Kohorten zu Uberprifen, wurden epidemiologische, klinische und

laborchemische Daten analysiert.

3.1.1 Epidemiologie und Klinik

Insgesamt wurden 13 Patient:innen mit Sepsis, 12 Patient:innen mit Infektion und 28 gesunde
Proband:innen rekrutiert. Von den 13 Sepsis-Patient:innen konnte bei neun Patient:innen eine
weitere Untersuchung an Tag 5-7 (t2) durchgefiihrt werden. Bei den 12 Infektions-Patient:innen
erfolgten funf Untersuchungen zum Zeitpunkt t> (Abbildung 3). Die mittlere Krankenhaus-
verweildauer war bei Sepsis-Patient:innen langer als bei Infektionspatient:innen (8 Tage vs.
12 Tage; Tabelle 9). Funf Sepsis-Patient:innen wurden im Krankheitsverlauf auf Normalstation
verlegt. Keine Patient:in mit Infektion entwickelte im Beobachtungszeitraum eine Sepsis oder
musste aus anderen Griinden auf Intensivstation verlegt werden. Die Krankenhausmortalitat
bei Sepsis lag oberhalb derer der Infektions-Patient:innen (31% vs. 0%). 77% der Sepsis-
Patient:innen befanden sich zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses im Septischen Schock.
Das mittlere Lebensalter der Kontrollgruppe unterschied sich signifikant von den
Patient:innenkohorten (29 Jahre vs. 69 bzw. 70 Jahre; p<.001). Infektion- und Sepsis-Kohorte
waren vergleichbar bezlglich des Lebensalters (69 Jahre vs. 70 Jahre; p>.99), haufiger
Komorbiditaten und des BMIs (p=.98). Weibliches und mannliches Geschlecht verteilte sich
gleichmafig zwischen den Studienkohorten (p=.35). Haufigster Infektionsfokus war in beiden
Patient:innenkohorten die Lunge. Wahrend bei der Halfte der Infektion-Kohorte kein
Erregernachweis vorlag und bei 33% der Kohorte eine Gram-negativer Bakterienstamm
identifiziert wurde, war das Verhaltnis zwischen Gram-positiven und Gram-negativen
Erregernachweisen bei der Sepsis-Kohorte mit jeweils 31% ausgeglichen. Die individuellen
mikrobiologischen Erregernachweise und verschriebenen Antibiotikatherapien kénnen Tabelle
14 im Appendix entnommen werden. Drei Infektions-Patient:innen und zwei Sepsis-
Patient:innen wurden zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses mit dem Thrombozyten-

aggregationshemmer Acetylsalicylsdure (ASS) behandelt.

In der Zusammenschau waren die Infektion- und Sepsis-Kohorte unter relevanten
epidemiologischen und klinischen Aspekten vergleichbar, wahrend sich die Kontroll-Kohorte

durch ein signifikant jingeres Lebensalter von den Patient:innenkohorten unterschied. Die

( )
[ 30 )
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Heterogenitat von Infektionserkrankungen und Sepsis spiegelte sich in der Diversitat der

Infektionsfoki, ursachlicher Mikroorganismen und applizierter Antibiotikatherapien wider.

Tabelle 9: Epidemiologische und klinische Charakterisierung der Studienkohorten.
Daten sind aufgefiihrt als n (%), Mittelwert (£ SD) oder Median [IQR]. n/v, nicht verflgbar.

Parameter Kontrolle | Infektion Sepsis
(n=28) (n=12) (n=13)
Lebensalter (Jahre), Median [IQR] 29 [25-33] | 69 [62-77] | 70 [62-79]
Geschlecht weiblich, n (%) 13 (46%) 5 (42%) 3 (23%)
Body-Mass-Index (BMI; kg/m?), Median [IQR] n/v 27 [24-32] | 26 [23-36]
Krankenhausverweildauer (Tage), Median [IQR] n/v 8 [5-13] 12 [10-19]
Verlegung auf Normalstation, n (%) n/v n/v 5 (38%)
Verlegung auf Intensivstation, n (%) n/v 0 (0%) n/v
Krankenhausmortalitat, n (%) n/v 0 (0%) 4 (31%)
Septischer Schock, n (%) n/v n/v 10 (77%)
Diabetes mellitus Typ 2 n/v 3 (25%) 4 (31%)
Herzinsuffizienz n/v 2 (17%) 2 (15%)
m;:)orbiditéten, Eféggfgfkfabnsﬁﬂun%opD) niv 1(8%) | 2(15%)
Chronische Niereninsuffizienz n/v 3 (25%) 2 (15%)
Nocramaeoongsne || s | 4
Lunge niv 6 (50%) | 11 (85%)
Infektionsfokus, Harnwege n/v 3 (25%) 1 (8%)
n (%) Gastrointestinaltrakt n/v 2 (15%) 1 (8%)
Unbekannt n/v 1 (8%) 1 (8%)
Bakteriell (Gram-positiv) n/v 0 (0%) 4 (31%)
Bakteriell (Gram-negativ) n/v 4 (33%) 4 (31%)
ri('j/:;’”ga“ism”s’ Bakteriell (andere) niv 1(8%) | 1(8%)
Viral n/v 1(8%) 2 (15%)
Unbekannt n/v 6 (50%) 3 (23%)
Organersatz- Invasive Beatmung n/v 0 (0%) 5 (38%)
R e | | o0 | aew
rIfi(nozlj\hme eines Thrombozytenaggregationshemmers, 0 (0%) 3 (25%) 2 (15%)
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3.1.2 Blutbild, Laborchemie & SOFA-Score

Infektionserkrankungen und Sepsis gehen typischerweise mit Veranderungen des Blutbildes
und der Laborchemie wie z.B. dem Anstieg von Entziindungsmarkern einher. Bei der Sepsis
zeigen sich haufig zusatzlich laborchemische Zeichen der Organdysfunktion. Die
Leukozytenzahlen beider Kohorten lagen zum Zeitpunkt t; oberhalb der Referenzwerte und
sanken wahrend der stationaren Behandlung bis zum Zeitpunkt t; wieder ab (Tabelle 10). Auch
der Entziindungsmarker CRP lieferte in beiden Patient:innenkohorten zum Zeitpunkt t1 erhdhte
Werte, wobei die Werte der Sepsis-Kohorte oberhalb derer der Infektion-Kohorte lagen (10,2
mg/dl vs. 23,5 mg/dl; p=.001). Eine Erhdhung des Biomarkers PCT gilt als Hinweis auf eine
systemische bakterielle Infektion. Dieser Marker lag lediglich bei der Sepsis-Kohorte zum
Zeitpunkt t1 oberhalb des Referenzbereichs und war im Vergleich zu den Werten der Infektion-
Kohorte erhoht (0,47 ng/ml vs. 4,53 ng/ml; p=.03). Infektion- und Sepsis-Kohorte wiesen somit

erwartungsgemal deutlich erhdohte Entzlindungswerte auf.

Beide Patient.innenkohorten wiesen mittlere Hamoglobin- und Hamatokritwerte unterhalb des
Referenzbereiches auf, sowie ein normwertiges MCV (mean corpuscular volume) und MCH
(mean corpuscular hemoglobin). Verminderte mittlere Hamoglobinwerte weisen auf das
vermehrte Vorliegen von Andmien hin. Diese Anamien waren tendenziell in der Sepsis-
Kohorte starker ausgepragt als in der Infektion-Kohorte (10,4 g/dl vs. 12,1 g/dl; p=.08) und sind
in Zusammenschau mit den erniedrigten Hamatokrit-Werten und gleichzeitig normwertigen
MCV- und MCH-Werten am ehesten auf das Vorliegen von Verdinnungsanamien im Rahmen

der Infusionstherapien zurlckzufihren.

Der mittlere SOFA-Score der Sepsis-Kohorte lag zum Zeitpunkt t1 bei 8 und fiel bis zum
Zeitpunkt t; auf 3 ab. Ein SOFA-Score von 8 spiegelt eine schwere Organdysfunktion Uber
mehrere Organsysteme hinweg wider. Der deutliche Abfall des mittleren SOFA-Scores zum
Zeitpunkt t> I8sst sich einerseits auf die zunehmende Genesung von Sepsispatient:innen und
andererseits auf das Versterben einiger schwerstkranker Patient:innen und den damit

verbundenen Drop-out aus der Studie zurickfihren.

Die Ergebnisse der laborinternen Blutbildanalyse der Patient:innenkohorten mittels Sysmex
deckten sich mit den Ergebnissen des Zentrallabors unter Berlcksichtigung der
geringgradigen Verdinnung der Blutproben durch die beigefligte Citratlésung (Tabelle 11). Im
Differentialblutbild zeigte sich bei den Studienpatient:innen eine ausgepragte Neutrophilie, wie
sie insbesondere im Rahmen von bakteriellen Infektionserkrankungen zu erwarten ist, und die
bei der Sepsis-Kohorte im Vergleich zur Infektion-Kohorte starker ausgepragt war. Das Blutbild
aller Kontrollproband:innen war normwertig und lieferte keine Hinweise auf das Vorliegen einer

Infektionserkrankung. Alle in diesem Kapitel beschriebenen pathologischen Befunde sind
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typische laborchemische Veranderungen im Rahmen von Infektionserkrankungen und Sepsis

und bestatigen eine korrekte Rekrutierung der Studienkohorten.

Tabelle 10: Zentrallabordaten und Score-Werte der Patient:innenkohorten.

Laborwerte von Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) werden zu dem Zeitpunkt des
Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) dargestellt. Fettgedruckte Werte
liegen aulierhalb des Referenzbereichs. Mit einem Asterisk (*) markierte Wertepaare innerhalb einer
Zeile indizieren einen statistisch signifikanten Unterschied (p<.05) zwischen den Kohorten Sepsis und
Infektion zum Zeitpunkt t1. Daten werden dargestellt als Mittelwert (+SD) oder Median [IQR].

Unterschiede flir parametrische Daten wurden mittels t-Test fir unverbundene Stichproben berechnet,

Unterschiede fir nicht-parametrische Daten mittels Mann-Whitney-U Test. INR = International
Normalized Ratio;, MCV, Mittleres korpuskuldres Volumen; MCH, Mittlerer korpuskularer
Hamoglobingehalt; MCHC, Mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration; (q)SOFA, (quick)
Sequential Organ Failure Assessment; n/v, nicht verflugbar.
Blutwerte Zentrallabor Inf t4 Inf t; Sep t4 Sep t2
[Referenzwerte] (n=12) (n=5) (n=13) (n=9)
Leukozyten [5-10 I} [9,:%,9] [4,6%192,1] [7,1?2;;,9] [6,;?1,:,7]
Hamoglobin [14-18 g/dl] 12,1 (£2,4) 10,3 (£2,9) 10,4 (£2,2) 10,5 (%1,8)
Hamatokrit [42-50 %] 36 (£6) 31 (£8) 32 (15) 32 (4)
MCV [82-94 fl] 88 [83-90] 83 [56-86] 90 [80-93] 91 [84-95]
MCH [27-33 pg] 29,2 (£2,3) 28,7 (£3,8) 30,2 (¥2,6) 30,7 (¥2,8)
MCHC [32-36 o/l [32,?34,7] [31 ?53:614,5] [32,225,4] [31?72-,;4,4]
INR [0,85-1,18] 1,1[1,0-1,5] | 1,2[1,0-1,7] | 1,3[1,1-1,5] 1,0 [0,9-1,2]
Harnstoff [10-50 mg/dl] 48 (£27)* 40 (£25) 85 (£37)* 60 (£28)
Laktat [0,5-2,2 mmol/l] 1,5[1,1-1,8] n/v 1,6 [1,2-2,5] 0,7 [0,6-1,2]
E)'_roegki‘;’;r rotein (CRP) | 10,2 (¢5,0) | 10,6 (£9,6) | 23,5 *11)* | 11,8 (£7,2)
Procalcitonin (PCT) 0,47 "y 4,53 "y
[0-0,5 ng/ml] [0,15-8,34]* [3,57-39,3]*
Kreatinin [0-1,17 mg/dI] 1,2 (£0,3)* 0,9 (x0,3) 2,0 (£0,9)* 1,2 (+0,6)
Bilirubin [0,1-1,2 mg/dl] 0,6 (x0,2) 1,0 (£1,3) 0,8 (x0,3) 0,9 (x0,9)
Scores
SOFA-Score 1[0-1] 110,5-1] 8 [3,5-9] 3 [1-6,9]
gSOFA-Score 0 [0-1] n/v 2 [2-3] n/v
(=)




ERGEBNISSE

Tabelle 11: Blutbild (Sysmex KX-21).

Blutwerte aus Citrat-Vollblut von Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) wurden zum
Zeitpunkt des Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) gemessen.
Fettgedruckte Werte liegen auRerhalb des Referenzbereichs. Daten werden dargestellt als Mittelwert
(xSD) oder Median [IQR]. Referenzwerte entstammen dem Sysmex KX-21 Operator’s Manual.

g}l;;t:\:g Kontrolle Inf t, Inf t, Sep t; Sep t;
[Referenzwerte] (n=28) (n=12) (n=5) (n=13) (n=9)
Leukozyten 6,1 13,7 7,7 11,5 9,0
[2,6-8,8 nI""] [5,5-6,8] [6,6-18,0] [4,1-10,2] [6,9-18,1] [5,1-12,9]
Neutrophile 63,6 86,0 77,1 91,5 80,3
[38,3-69 %] [59,2-75,5] [81,1-92,3] [56,4-81] [87,7-95,0] [77,3-83]
Lymphozyten 30,0 10,9 21,0 5,4 12,4
[17,5-47,9 %] [25,8-34,7] [6,2-13,6] [13,6-33,0] [2,1-7,2] [10,6-15]
Basophile,
Eosinophile, 6,6 2,5 4.4 3,1 6,3
Monozyten [5,9-7,6] [1,7-5,2] [2,2-8,4] [1,4-5,0] [3,5-8,7]
[1,9-24,6 %]
Hamatokrit
[32-47 %) 38,9 (£2,8) 31,9 (¥4,7) 29,6 (+7,5) | 28,8 (+4,5) | 30,7 (¥3,9)

3.2 Analyse des Thrombozytenphanotyps

3.2.1 Verringerte Thrombozytenzahlen und erhohtes MPV bei Sepsis

Die Thrombozytenzahl ist ein Parameter des SOFA-Scores und damit ein diagnoserelevantes
Merkmal, das zur Unterscheidung einer Infektion von einer Sepsis herangezogen wird [1]. Die
Thrombozytenzahlen unserer Patient:innenkohorten wurden vom Zentrallabor des UKW aus
EDTA-Vollblut (Abbildung 9A). waren
Thrombozytenzahlen der Infektion- und Sepsis-Kohorte vergleichbar (246 nl”' [IQR 174-286]
vs. 203 nlI'' [IQR 94-260]); p=.21). Das Blutbild von zwei Infektions-Patient:innen und flinf

Sepsis-Patient:innen wies eine Thrombozytopenie auf, wohingegen zwei

bestimmt Zum Zeitpunkt ti die mittleren

Infektions-
Patient:innen und eine Sepsis-Patient:in eine Thrombozytose aufwiesen. Die mittlere
Thrombozytenzahl unterschied sich in beiden Kohorten zwischen den beiden Messzeitpunkten
t1 und t2 nicht (Inf: 246 vs. 169, p=.64; Sep: 203 vs. 171, p=.81). Erganzend wurde die
individuelle Entwicklung der Thrombozytenzahl jeder Studienpatient:in fur die ersten 10 Tage
nach Studieneinschluss retrospektiv den Patient:innenakten entnommen und analysiert
(Abbildung 21, Appendix). Die Regressionsgeraden beider Patient:innenkohorten deuten auf
einen leichten Anstieg der Thrombozytenzahlen im Therapieverlauf hin (p=.16; p=.15),

unterscheiden sich aber untereinander nicht signifikant (p=.86).

( )
L 34 )
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Eine Erhdéhung des Mittleren Thrombozytenvolumens (MPV) kann auf eine gesteigerte
Thrombopoese im Knochenmark hindeuten. Zum Zeitpunkt t1 wies ein Drittel der Sepsis-
Kohorte bezogen auf den Referenzbereich ein erhdhtes MPV auf, wohingegen 50% der
Infektion-Kohorte ein verringertes MPV aufwiesen (Abbildung 9B). Das mittlere MPV der
Sepsis-Kohorte lag hoher als das der Infektion-Kohorte (11,4 vs. 9,7 fl; p=.02). Diese

Ergebnisse deuten auf eine gesteigerte Thrombopoese der Sepsis-Kohorte hin.

Zusammenfassend zeigten Patientiinnen mit Sepsis haufiger und ausgepragtere
Thrombozytopenien als Patient:innen mit Infektion, sowie Hinweise auf eine erhohte
Thrombopoese. Gleichzeitig waren die Thrombozytenzahlen der Patient:innenkohorten
aufgrund ihrer groRen Varianz kein guter Diskriminator zwischen Patient:innen mit Infektion

und Sepsis.

A Thrombozytenzahl

Abbildung 9: Verringerte Thrombozytenzahlen und erhéhtes MPV bei Sepsis.

Die Zentrallaborwerte von Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) wurden zu dem Zeitpunkt
des Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) dokumentiert. (A)
Thrombozytenzahl. (B) Mittleres Thrombozytenvolumen (mean platelet volume, MPV). (A,B)
Gestrichelte Linien kennzeichnen den parameterspezifischen Referenzbereich; Graphen zeigen Median
1 |IQR; Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert. n.s., nicht signifikant; *p<.05; nl,
Nanoliter; fl, Femtoliter.
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3.2.2 Hinweise auf erhdohtes Rezeptoren-Shedding bei Sepsis

Ein ausgepragtes Defizit oder das komplette Fehlen von Oberflachenrezeptoren auf
Thrombozyten kann Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion haben. Auf3erdem ist von
einigen Rezeptoren bekannt, dass ihre Ektodomane unter bestimmten Umstanden mittels
Shedding z.B. durch die Metalloproteasen ADAM10/17 von der Zelloberflache abgestofRen
werden kénnen [126]. Aus diesem Grund wurde die Rezeptorausstattung der Thrombozyten

von Patient:innen aller Kohorten mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die Kohorten zeigten zum Zeitpunkt t1 keinen Unterschied in der Exposition von Integrin allbf3
(p=.82; Abbildung 10A), Integrin B3 (p=.71; Abbildung 10B), Integrin 31 (p=.74; Abbildung 10C)
und CLEC-2 (p=.85; Abbildung 10H). Bezuglich der Komponenten des VWF-
Rezeptorkomplexes GPIb-IX-V wiesen die Sepsis-Kohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine erhodhte Expression von GPIX (p=.03; Abbildung 10F) und verringerte Expression von
GPV (p=.03; Abbildung 10E) auf. Im Vergleich zur Kontroll-Kohorte war in der Sepsis-Kohorte
GPIba (p=.19; Abbildung 10D) und GPVI (p=.21; Abbildung 10G) tendenziell verringert.
Zwischen den Zeitpunkten t1 und t2 waren alle untersuchten Rezeptorexpressionen beider

Patient:innen-Kohorten vergleichbar.

Diese Ergebnisse lassen sich im Sinne einer normwertigen Ausstattung der Thrombozyten
von Patient:innen aller Kohorten beziglich des Kollagenrezeptors Integrin 1,
Podoplaninrezeptors CLEC-2 und Fibrinogenrezeptors Integrin allbB3 interpretieren. Die
reduzierte Expression von GPV, und tendenziell auch von GPIba und GPVI, deutet auf ein
vermehrtes Shedding dieser Rezeptoren bei Sepsis hin. Die erhdhte GPIX-Expression kénnte
auf ein erhdhtes MPV oder auf einen kompensatorischen Anstieg zuriickzufiihren sein, da
GPIX als einzige der gemessenen Komponenten des vWF-Rezeptorkomplexes keinem

Shedding unterliegt.
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Abbildung 10: Hinweise auf erhohtes Rezeptoren-Shedding bei Sepsis.

Die Expression wichtiger Thrombozytenrezeptoren wurde mittels Durchflusszytometrie im Citratblut von
gesunden Proband:innen (Krtl), Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) zu den Zeitpunkten
des Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) quantifiziert. (A) Integrin allbf3.
(B) Integrin B3. (C) Integrin $1. (D) GPlba. (E) GPV. (F) GPIX. (G) GPVI. (H) CLEC-2. (A,C,F) Graphen
zeigen Median + IQR; Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test analysiert. (B,D,E,G,H)
Graphen zeigen Mittelwert + SD; Unterschiede wurden mittels einfacher Varianzanalyse, Tukey’s Test
und t-Test analysiert. n.s., nicht signifikant. *p<.05. geoMFI, geometric mean fluorescence intensity;

APC, Allophycocyanin; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin
Chlorophyll Protein.



https://www.aatbio.com/resources/assaywise/2017-6-2/a-practical-guide-for-use-of-pe-and-apc-in-flow-cytometry
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/percp
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/percp
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3.2.3 Analyse der Desialylierung von Thrombozyten

3.2.3.1 Etablierung des Lektin-Assays

Zum Zeitpunkt der Studienkonzeption lag flur die durchflusszytometrische Untersuchung der
Desialylierung humaner Thrombozyten kein laborintern etabliertes Protokoll zur Verfligung. Da
die Zugabe von Lektinen zu Vollblutproben zur Koagulation fuhrt, wurden samtliche

Untersuchungen in PRP durchgefiihrt.

$— SNA

)— RCA/ECA

— swGA

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Lektinbindung.
SNA, Sambucus nigra Lektin; RCA-I, Ricinus communis Agglutinin |; ECA, Erythrina cristagalli Lektin;
sWGA, succinylated wheat germ Agglutinin; GIcNAc, N-Acetylglucosamin.

Bestimmung der Lektinkonzentrationen

Zur Festlegung der optimalen Konzentrationen der Lektine SNA, RCA-I, ECA und sWGA zur
quantitativen Untersuchung endstandig gebundener Sialinsdure, Galaktose und N-
Acetylglucosamins auf Thrombozyten (Abbildung 11), wurden Messungen mit
unterschiedlichen Lektinkonzentrationen an Thrombozyten gesunder Proband:innen
durchgefuhrt. Als Orientierungspunkt dienten die Herstellerangaben, die eine
Lektinkonzentration zwischen 5-20 pg/ml empfehlen. Das reprasentative Beispiel der
Messwerte von SNA zeigt, dass die Menge auf Thrombozyten gebundener Lektine annahrend
linear mit zunehmender Lektinkonzentration anstieg und auch bei achtfacher Dosis der
Herstellerempfehlung (160 pg/ml) noch keinen Sattigungsbereich erreichte (Abbildung 12A).
Fir die Lektine RCA-I, ECA und sWGA ergaben sich vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht
abgebildet). Damit weisen Lektine ein grundlegend anderes Bindungsverhalten als Antikdrper

auf. Eine mogliche Ursache daflr, dass ein Sattigungsbereich, in dem alle Lektin-Bindestellen
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besetzt sind, nicht bestimmt werden konnte, sind unspezifische Lektinbindungen bei hohen
Konzentrationen. Trotz fehlenden Sattigungsbereiches erschienen interindividuelle Messwerte
bei identischer Lektinkonzentration vergleichbar. Fir das Untersuchungsprotokoll wurden
Lektinkonzentrationen im Bereich der Herstellerempfehlungen gewahlt. Zur Vermeidung
modglicher Messungenauigkeiten bei sehr hohen oder sehr niedrigen geoMFI-Werten, wurden
fur SNA, RCA-I und ECA 20 pg/ml und fur sWGA 5 pg/ml als Standard festgelegt.

Bestimmung der Inkubationszeit

Die Inkubationszeit der Lektine in PRP vor der durchflusszytometrischen Messung wurde
durch kinetische Untersuchungen der Lektinbindung festgelegt. Dazu wurde mit CD41a-
Antikérpern markiertes PRP eines gesunden Probanden vor Zugabe eines Lektins flr zwei
Minuten am Durchflusszytometer gemessen (Baseline-Messung), anschliel3end ein Lektin in
Standard-Konzentration hinzugegeben und die durchflusszytometrische Messung unmittelbar
fur 20 Minuten fortgesetzt. An der Messkurve des Lektins ECA (Abbildung 12B) zeigte sich
exemplarisch, dass die Menge gebundenen Lektins direkt nach Zugabe steil anstieg und nach
circa 10 Minuten ein Plateau erreichte. Fir RCA-I und SNA lag dieser Zeitpunkt der
Plateaubildung bei circa 8 Minuten und fir sWGA bei circa 5 Minuten. Diesen Ergebnissen
folgend wurde die Inkubationszeit flir das Untersuchungsprotokoll zur Messung der

Lektinbindung aller verwendeten Lektine konservativ auf 15 Minuten festgelegt.

Kontrolle des Storfaktors Thrombozytopenie

Da zahlreiche Sepsis- und Infektionspatient:innen eine Thrombozytopenie aufweisen, wurde
untersucht, ob die Thrombozytenkonzentration der zu untersuchenden Blutprobe einen
Einfluss auf die gebundene Lektinmenge hat. Dazu wurden zunachst SNA, RCA-I, ECA und
sWGA in PRP von gesunden Proband:innen durchflusszytometrisch gemessen (Abbildung
12C; 100% Thrombozytenkonzentration). Zur Reduktion der Thrombozytenkonzentration
wurde PRP mit thrombozytenarmem Plasma (platelet poor plasma, PPP) des jeweils gleichen
Gesundspenders im Verhaltnis 1:1  (Thrombozytenkonzentration 50%) und 1:3
(Thrombozytenkonzentration 25%) verdinnt und die resultierenden Thrombozytenzahlen per
Sysmex-Messung kontrolliert. Anschlief3end wurde die Lektinbindung in den verdinnten PRP-
Proben durchflusszytometrisch quantifiziert. Die Menge gebundenen Lektins blieb bei
sinkender Thrombozytenkonzentration annahrend konstant und damit unabhangig von der

Thrombozytenzahl der zu untersuchenden Blutprobe (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: Etablierung des Lektin-Assays.

(A) Lektin-Titration fir SNA bei durchflusszytometrischer Messung der Lektinbindung auf Thrombozyten
zweier gesunder Proband:innen. (B) Kinetik der Lektinbindung des Lektins ECA auf Thrombozyten einer
gesunden Proband:in. Der Farbverlauf (blau-griin-gelb-rot) reprasentiert die zunehmende Haufigkeit
detektierter Thrombozyten bei entsprechendem geoMFI-Wert. (C) Menge gebundenen SNA (20 pg/ml,
grau), RCA-1 (20 pg/ml, rot), ECA (20 pg/ml, blau) und sWGA (5 ug/ml, griin) auf Thrombozyten zweier
Proband:innen bei unterschiedlichen Thrombozytenkonzentrationen (100%, 50% und 25% der
individuellen Thrombozytenzahl). (A,C) Balken zeigen Mittelwert; Y-Achse zeigt Werte in
logarithmischer  Darstellung. geoMFI, geometric mean fluorescence intensity; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat; APC, Allophycocyanin, SNA, Sambucus nigra Lektin; RCA-I, Ricinus
communis Agglutinin I; ECA, Erythrina cristagalli Lektin; sWGA, succinylated wheat germ Agglutinin.
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3.23.2 Thrombozyten sind bei Sepsis vermehrt desialyliert

Desialylierte Thrombozyten werden aus der Zirkulation u.a. Gber den hepatischen Ashwell-
Morell-Rezeptor entfernt [70]. Eine verstarkte Desialylierung koénnte folglich die
Thrombozytopenie bei Sepsis beglnstigen. Wir etablierten den Lektin-Assay, um in unseren
Studienkohorten den Grad der Desialylierung von Thrombozyten bei Infektion und Sepsis zu
analysieren. Zusatzlich sollte untersucht werden, ob das Ausmal} der Desialylierung mit der

Entwicklung der Thrombozytenzahl bei Infektion und Sepsis zusammenhangt.

Zum Zeitpunkt t; war die Menge an gebundenem SNA auf Thrombozyten bei Sepsis im
Vergleich zur Kontroll-Kohorte signifikant reduziert (379 vs. 738 geoMFI; p=.007; Abbildung
13A), nicht aber auf Thrombozyten der Infektion-Kohorte (593 vs. 738 geoMFI; p=.55).
Demgegentber zeigten sich die Kohorten vergleichbar fiir die Menge an gebundenem RCA-I
(p=.31; Abbildung 13B), ECA (p=.85; Abbildung 13C) und sWGA (p=.49; Abbildung 13D). Fur
keine Kohorte ergab sich auf Thrombozyten eine relevante Veranderung der Menge
gebundener Lektine zwischen den Zeitpunkten t; und t2. Die Korrelation der SNA-Werte zum
Zeitpunkt t; mit der Differenz der Thrombozytenzahl zwischen Tag 3 und Zeitpunkt t; zeigte
einen geringen Zusammenhang fur unsere Sepsis-Kohorte (r=0.24; p=.47; Abbildung 13F) und

eine mittlere negative Korrelation fur unsere Infektion-Kohorte (r=-0.49; p=.15).

Da die Messwerte der Lektinbindung auf Thrombozyten innerhalb unserer Kohorten eine breite
Streuung aufwiesen, wurde der Zusammenhang der Menge gebundender Lektine mit der
Menge exponierten GPIba, auf dem bekanntlich 80% der auf Thrombozyten gebundenen
Sialinsaure lokalisiert ist [69], statistisch analysiert. Die Korrelationen zwischen Lektinbindung
und exponiertem GPIba Uber alle Kohorten hinweg waren fur alle untersuchten Lektine gering
(SNA: r=.10, p=.48, Abbildung 13E; RCA: r=-.08, p=.55; ECA: r=.29, p=.03; sWGA: r=.01,
p=.95).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Reduktion von gebundenem SNA auf
Thrombozyten von Sepsis-Patientiinnen auf eine vermehrte Desialylierung bei Sepsis
hindeutet. Mit dem Verlust endsténdig-gebundener Sialinsdure ware allerdings gleichzeitig
eine vermehrte Detektion exponierter Galaktosereste zu erwarten, die sich in den Messdaten
durch einen Anstieg gebundenen RCA-I und ECA darstellen wirde. Unsere Daten zeigen
einen derartigen Anstieg jedoch weder fur RCA-I noch ECA. Die unerwartet breite Streuung
unserer Lektin-Messwerte innerhalb der Kohorten (v.a. von RCA-I und ECA) liel3 sich nicht
durch interindividuelle Unterschiede der Menge exponierten GPlba auf der Thrombozyten-
oberflache erklaren. Abschliel3end erwies sich das Ausmal} der Desialylierung bei Sepsis nicht
als guter Pradiktor fir die Entwicklung der Thrombozytenzahl in den beiden Tagen nach
Zeitpunkt t4.
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Abbildung 13: Thrombozyten sind bei Sepsis vermehrt desialyliert.

Die Thrombozytenglykosilierung wurde mittels Durchflusszytometrie im PRP von gesunden
Proband:innen (Krtl) und Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) zu den Zeitpunkten des
Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) analysiert. Gemessen wurde die
Exposition (A) endstandiger Sialinsdure mittels SNA (20 pg/ml), (B,C) endstandiger Galaktose mittels
RCA-I (20 pg/ml) und ECA (20 pg/ml), sowie (D) endstandiger N-Acetylglucosamin mittels sSWGA (5
pg/ml). (A-D) Graphen zeigen Median + IQR; Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test und
Dunn’s Test analysiert. (E) Intraindividuelle Korrelation zwischen SNA und GPIlba fir alle Kohorten zum
Zeitpunkt t1. (F) Intraindividuelle Korrelation zwischen SNA-Werten (zum Zeitpunkt t1) und der Differenz
zwischen den Thrombozytenzahlen von Tag 3 und ti fir Infektion und Sepsis. n.s., nicht signifikant.
**p<.01. geoMFI, geometric mean fluorescence intensity; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; APC,
Allophycocyanin; SNA, Sambucus nigra Lektin; RCA-Il, Ricinus communis Agglutinin |; ECA, Erythrina
cristagalli Lektin; SWGA, succinylated wheat germ Agglutinin.
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3.3 Analyse der Thrombozytenfunktion unter statischen Bedingungen

3.3.1 Thrombozyten entwickeln einen &-Granula-Defekt liber das Infektion-Sepsis
Kontinuum hinweg
Die Sekretion von d-Granula und Freisetzung ihrer Inhalte ist elementarer Bestandteil der
Thrombozytenaktivierung. Das aus d-Granula freigesetztes ADP fordert nach der initialen
Aktivierung die weitere Aggregation der Thrombozyten, was auch als second wave bezeichnet
wird. Nachdem im Rahmen unserer Pilotstudie bereits ein d-Granula-Defekt bei Patient:innen
im Septischen Schock festgestellt wurde, sollte nun mittels Mepacrin-Assay evaluiert werden,
wie sich dieser Defekt Uber das Infektion-Sepsis-Kontinuum hinweg darstellt. Das
Antiprotozoikum Mepacrin reichert sich dabei wahrend der Inkubationszeit selektiv in ©-
Granula an und lasst sich nachfolgend aufgrund einer Eigenfluoreszenz im FITC-Kanal

durchflusszytometrisch quantifizieren.

Zum Zeitpunkt t1 zeigte sich ein ausgepragtes Mepacrin-Beladungsdefizit der Thrombozyten
der Sepsis-Kohorte von 40% im Vergleich zur Kontrollgruppe (98 geoMFI vs. 164 geoMFlI;
p<.0001; Abbildung 14A/B) und der Infektion-Kohorte von 16% im Vergleich zur Kontrollgruppe
(138 vs. 164 geoMFI; p=.13). Die Mepacrin-Beladung war sowohl bei Infektion (138 vs. 112
geoMFI; p=.02) als auch Sepsis (98 vs. 84 geoMFI; p=.02) zum Zeitpunkt t> geringer als zum
Zeitpunkt t;. Die absolute Menge abgegebenen Mepacrins nach Zugabe des
Thrombinrezeptor-Agonisten TRAP-6 ergab ein ausgepragtes Abgabedefizit der Sepsis-
Kohorte zum Zeitpunkt t1 im Vergleich zur Kontrollgruppe (40,6 vs. 89 geoMFI; p=.0001;
Abbildung 14C). Aufgrund der interindividuell unterschiedlichen Mepacrin-Beladung wurde fur
eine aussagekraftige Beurteilung der 6-Degranulation die relative Mepacrin-Abgabe als
Quotient aus absoluter Mepacrin-Abgabe und Mepacrin-Beladung berechnet (Abbildung 14D).
Die relative Mepacrin-Abgabe der Sepsis-Kohorte war im Vergleich zur Kontrollgruppe

verringert, verfehlte das Signifikanzniveau aber knapp (41,5% vs. 53,5%; p=.06).

Diese Ergebnisse lassen mit zunehmender Schwere der Infektionserkrankung eine
progressive Reduktion in Thrombozyten gespeicherter d-Granula vermuten. Dabei bleibt zu
beachten, dass der Mepacrin-Assay eine indirekte Methode zur Quantifizierung der 6-Granula
darstellt. Eine genaue Quantifizierung der ©&-Granula kann mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie erfolgen. Aus funktionaler Sicht deutete sich bei der 6-Degranulation

der Sepsis-Kohorte nach Agonistenzugabe eine leichtgradige Hyporeaktivitat an.
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Abbildung 14: Thrombozyten entwickeln einen &-Granula-Defekt Uber das Infektion-Sepsis-
Kontinuum hinweg.

Die Menge an 0-Granula und deren Degranulation nach Zugabe von TRAP-6 (5uM) wurde indirekt
mittels Mepacrin-Assay bei gesunden Proband:innen (Krtl), Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis
(Sep) zu den Zeitpunkten des Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2)
untersucht. (A) Reprasentative durchflusszytometrische Messkurven. (B) Mepacrin-Aufnahme
berechnet als Differenz zwischen Baseline-Messung und Mepacrin-Beladung. (C) Mepacrin-Abgabe in
absoluten AgeoMFI-Werten (Differenz zwischen Mepacrin-Beladung vor Agonistenzugabe und 180
Sekunden nach Agonistenzugabe). (D) Relative Mepacrin-Abgabe berechnet als Quotient aus absoluter
Mepacrin-Abgabe und Mepacrin-Beladung. (B-D) Graphen zeigen Mittelwert + SD; Unterschiede
wurden mittels einfacher Varianzanalyse, Tukey’s Test und t-Test analysiert. n.s., nicht signifikant;
*p<.05; ***p<.001; ****p<.0001. AgeoMFI|, delta geometric mean fluorescence intensity; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat.
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3.3.2 Bei Infektion und Sepsis aktivierte Thrombozyten zirkulieren nicht frei

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob Thrombozyten bei Patient:innen mit Infektion oder
Sepsis ein erhohtes Aktivierungsniveau aufweisen, wurde die Quantitat aktivierten Integrins
allbp3 auf frei zirkulierenden Thrombozyten mittels PAC-1-Bindung durchflusszytometrisch
gemessen. Der Antikorper PAC-1 bindet ausschlielich Integrin allbf3, das im Rahmen der
Thrombozytenaktivierung eine Konformationsanderung durchlaufen hat. Zusatzlich wurde die
Formation von PLAs als Marker der in vivo Thrombozytenaktivierung durch die
durchflusszytometrische Bestimmung des prozentualen Anteils CD41/CD45-doppelpositiver

Events an allen CD45-positiven Events analysiert [124].

Alle Kohorten wiesen zu beiden Messzeitpunkten du3erst niedrige Werte gebundenen PAC-1
auf (Abbildung 15A/B) und die Ergebnisse der Kontrollgruppe waren zum Zeitpunkt t1 mit den
Ergebnissen der Infektion-Kohorte (17 geoMFI vs. 23 geoMFI; p=.99) und Sepsis-Kohorte (17
geoMFI vs. 8 geoMFI; p=.11) vergleichbar. Eine vermehrte Bildung zirkulierender PLAs im
Vergleich zur Kontrollgruppe lied sich zum Zeitpunkt t1 sowohl bei Patient:innen unserer
Infektion-Kohorte (6,5% vs. 2,9%; p<.001; Abbildung 15C), als auch in unserer Sepsis-Kohorte
(4,2% vs. 2,9%; p=.013) feststellen.
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Abbildung 15: Bei Infektion und Sepsis aktivierte Thrombozyten zirkulieren nicht frei.

Die Analyse aktivierten Integrins allbp3 (PAC-1-Bindung) ohne vorherige Agonistenzugabe sowie PLA-
Formation mittels Durchflusszytometrie erfolgte bei gesunden Proband:innen (Krtl), Patient:innen mit
Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) zu den Zeitpunkten des Studieneinschlusses (t1) und 5-7 Tage nach
Studieneinschluss (t2). (A) Reprasentative durchflusszytometrische Messkurven der PAC-1-Bindung.
(C) PLAs wurden in Prozent CD41+/CD45+ Events aller CD45+ Events angegeben. (B,C) Graph zeigt
Median + IQR; Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Test analysiert. n.s., nicht
signifikant; *p<.05, ***p<.001; geoMFI, geometric mean fluorescence intensity; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat; PLA, platelet leukocyte aggregate.

Diese Daten legen nahe, dass Thrombozyten bei Infektion und Sepsis nicht in einem

(teil)aktivierten Zustand frei zirkulieren und in vivo aktivierte Thrombozyten folglich innerhalb

( )
40 )
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kurzer Zeit Aggregate mit Leukozyten bilden oder anderweitig aus der Zirkulation entfernt
werden. Zugleich dient die Analyse der Integrin allbB3-Voraktivierung als Baseline-Messung
unserer im nachfolgenden Kapitel beschriebenen Untersuchung der Thrombozytenreaktivitat

nach Agonistenexposition.

3.3.3 Die Thrombozytenreaktivitat ist bei Sepsis starker beeintrachtigt als bei Infektion
Eine zentrale Fragestellung der vorliegenden Studie war, ob und in welchem Ausmal sich die
uns aus der Pilotstudie bekannte Hyporeaktivitat der Thrombozyten bereits bei Patient:innen
mit Infektion nachweisen lasst. Zuséatzlich sollte untersucht werden, ob tatsachlich der
selektive GPVI-Agonist CRP-X. der am besten geeignete Kandidat fur einen Biomarker zur
Sepsis-Friherkennung ist. Dazu wurde die Integrin allbB3-Aktivierung (PAC-1-Bindung) der
Thrombozyten nach Stimulation unterschiedlicher Rezeptoren mittels sechs Agonisten
analysiert. Der Kollagenrezeptor GPVI wurde dabei zweifach mittels der Agonisten CRP-X_
und Convulxin untersucht. Hintergrund ist, dass GPVI auf ruhenden Thrombozyten
Uberwiegend in Monomeren vorliegt und auf aktivierten Thrombozyten in Dimeren. Nur die
dimere Form weist flr Kollagene vom Typ | und Ill in physiologischen Konzentrationen eine
hohe Affinitat auf. Diese Eigenschaft wird durch den synthetischen Liganden CRP-X. repliziert
[127], wohingegen das Schlangenvenom Convulxin auch die monomere Form von GPVI mit
hoher Affinitat bindet [128].

Aufgrund der in Kapitel 2.2.4.5 geschilderten methodischer Schwierigkeiten konnten die Daten
zahlreicher Messproben nicht fur die Auswertung herangezogen werden (Tabelle 8). Die
verbleibenden Messwerte zeigten fur alle verwendeten Agonisten eine deutlich verringerte
Integrin allbp3-Aktivierung der Sepsis-Kohorte zum Zeitpunkt t; im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 16A-F). Mit Ausnahme der CRP-X_-Messung einer Sepsispatient:in
lagen fUr samtliche Agonisten alle Messwerte der Sepsispatient:innen unterhalb des
niedrigsten Messwertes der Kontrollgruppe. Die mittlere Integrin allbp3-Aktivierung der
Infektion-Kohorte ordnete sich fir alle Agonisten zwischen die der Kontrollgruppe und die der
Sepsis-Kohorte ein. Eine fast vollstdndige Abgrenzung der Messwerte der Sepsis-Kohorte von
der Infektion-Kohorte ergab sich fir den Agonisten ADP und die Kombination von ADP und
U46619 (Abbildung 16E/F). Die Messwerte der Infektion-Kohorte zum Zeitpunkt t; wiesen fir
alle verwendeten Agonisten eine geringere, aber statistisch Gberwiegend nicht signifikante,
mittlere Integrin allbf3-Aktivierung auf als zum Zeitpunkt t1. Bei der Sepsis-Kohorte war die
Thrombozytenreaktivitat fur alle Agonisten zwischen den beiden Messzeitpunkten t1 und t2

vergleichbar.
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Abbildung 16: Die Thrombozytenreaktivitat ist bei Sepsis stiarker beeintréachtigt als bei Infektion.
Die Thrombozytenreaktivitat wurde durchflusszytometrisch flir gesunde Proband:innen (Krtl) und
Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) zu den Zeitpunkten des Studieneinschlusses (t1) und
5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) analysiert. Gemessen wurde die Integrin allbp3-Aktivierung nach
Inkubation mit dem (B,C) GPVI-Agonisten CRP-Xc (0,01 pg/ml) und Convulxin (0,01 pg/ml), (D) CLEC-
2-Agonisten Rhodocytin (10 nM), (E) PAR1-Agonisten TRAP-6 (5 uM), (F) P2Y112-Agonisten ADP (5
MM) und (G) P2Y112-Agonisten ADP (5 pM) + TXA2-Rezeptoragonisten U46619 (2uM). (A)
Reprasentative durchflusszytometrische Messkurven fur ADP+U46619. (B) Graph zeigt Median % IQR;
Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, Dunn’s Test und Wilcoxon-Test analysiert. (C-G)
Graphen zeigen Mittelwert + SD; Unterschiede wurden mittels einfacher Varianzanalyse, Tukey’s Test
und t-Test analysiert. n.s., nicht signifikant. *p<.05, **p<.01, ***p<.001, ****p<.0001. geoMFI, geometric
mean fluorescence intensity; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; ADP, Adenosindiphosphat; CRP-XL,
Cross-linked Collagen-Related Peptide; TRAP-6, Thrombin Receptor Activator Peptide 6.
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In der Zusammenschau zeigte sich, dass die Thrombozyten-Hyporeaktivitat bereits bei
hospitalisierten Patient:innen mit Infektionserkrankungen (SOFA-Score <2) detektierbar ist,
aber im Vergleich zu Patient:innen mit Sepsis weniger ausgepragt vorliegt. Die geringere
mittlere Integrin allbB3-Aktivierung der Infektion-Kohorte zum Zeitpunkt t; im Vergleich zu t;
lasst sich vermutlich auf eine Patient:innenselektion zurlickzufiihren, da Infektions-
patient:innen, die zum Zeitpunkt t> noch hospitalisiert waren, tendenziell auch schwerere
Infektionsverlaufe aufwiesen. Diese Hyporeaktivitat konnte fir alle verwendeten Agonisten
dargestellt werden und betrifft folglich die Thrombozytenaktivierung mittels Kollagenrezeptor
GPVI, Podoplaninrezeptor CLEC-2, Thrombinrezeptor PAR1, ADP-Rezeptoren P2Y 112, sowie
den Thromboxan A2-Rezeptor TXA2-R. In der Konsequenz kann nicht mehr von einer
selektiven GPVI-Dysfunktion, sondern von einer generalisierten Hyporeaktivitat der
Thrombozyten bei Infektion und Sepsis gesprochen werden, die sich auch unter maximaler

Stimulation mittels zweier Agonisten (ADP + U46619) nicht reversibel zeigte.

3.3.3.1 Die Thrombozytenreaktivitit ist ein vielversprechender Biomarker zur
Sepsis-Friiherkennung

Zur vorlaufigen Beurteilung des diagnostischen Potenzials der durchflusszytometrisch
quantifizierten Thrombozytenreaktivitat fur die Sepsis-Fruherkennung wurden ROC (receiver
operating characteristics)-Analysen flr alle untersuchten Agonisten berechnet. Grundlage der
Berechnung war die durchflusszytometrisch quantifizierte Integrin allbB3-Aktivierung (PAC-1-
Bindung) der Patientiinnen mit Infektion und Sepsis zum Zeitpunkt ti;. FUr einen
stichprobeninternen Vergleich wurden zudem ROC-Analysen fur die diagnostischen
Labormarker CRP, PCT und die Thrombozytenzahl erstellt.

Fir alle verwendeten Agonisten ergab sich eine hohe area under the curve (AUC) von 20.80
(Tabelle 12, Abbildung 17). Mit einer AUC von 0.96 zeigten der Agonist TRAP-6 und die
Agonistenkombination ADP+U46619 die hochsten Werte. Die niedrigsten Werte erzielten
Rhodocytin (AUC 0.80) und Convulxin (AUC 0.85). Im Mittelfeld ordneten sich die Agonisten
CRP-X. (AUC 0.88) und ADP (AUC 0.89) ein. Im Vergleich dazu ergab sich fur die
Thrombozytenzahl als Parameter des SOFA-Scores nur eine AUC von 0.65 und fir die beiden

Labormarker C-reaktives Protein und Procalcitonin eine AUC von 0.89, bzw. 0.80.

Aufgrund der kleinen Stichprobengréf3e kdnnen die vorliegenden Ergebnisse lediglich als erste
Orientierungshilfe bezuglich des diagnostischen Nutzens der durchflusszytometrisch
gemessenen Thrombozytenreaktivitat dienen. Dennoch zeichnet sich bereits ein hohes
Potenzial fur einige der Agonisten(kombinationen) wie z.B. TRAP-6 und ADP+U46619 ab.

Eindrucklich ist derer Vergleich mit der sehr viel niedrigeren AUC der Thrombozytenzahl, die
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als Parameter des SOFA-Scores bereits jetzt als Kriterium der Diskriminierung zwischen

Infektion und Sepsis herangezogen wird.

Tabelle 12: ROC-Analysen fiir Infektion- und Sepsis-Kohorte zum Zeitpunkt t4.

ROC-Analyse wurden sowohl fir die durchflusszytometrisch quantifizierte Integrin allb3-Aktivierung
nach Thrombozytenstimulation mittels CRP-X., Convulxin, Rhodocytin, TRAP-6, ADP und
ADP+U46619 berechnet, als auch fir die Thrombozytenzahl, C-reaktives Protein und Procalcitonin.
ADP, Adenosindiphosphat; AUC, area under the curve; CRP-X., Cross-linked Collagen-Related
Peptide; ROC, Receiver-operating characteristics; TRAP-6; Thrombin Receptor Activator Peptide 6; K,
Konfidenzintervall.

Parameter AUC Standardfehler 95%-KI P-Wert
CRP-X,. 0.88 0.10 0.68-1.00 0.036
Convulxin 0.85 0.10 0.66-1.00 0.027
Rhodocytin 0.80 0.1 0.57-1.00 0.062
TRAP-6 0.96 0.04 0.87-1.00 0.004
ADP 0.89 0.08 0.72-1.00 0.015
ADP + U46619 0.96 0.05 0.86-1.00 0.005
Thrombozytenzahl 0.65 0.11 0.43-0.87 0.201
C-reaktives Protein 0.89 0.08 0.74-1.00 0.001
Procalcitonin 0.80 0.12 0.57-1.00 0.035
A PAC-1, Inft; vs. Sep t; B Inf t; vs. Sep t;
100 _ 100
80 — CRP-X_ 80—
5“_,{; 60 —— Convulxin ;c‘_,; 60 Thrombozyt i
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Abbildung 17: ROC-Kurven fiir die Infektion- und Sepsis-Kohorte zum Zeitpunkt t,.

ROC-Kurven fur (A) Integrin allbp3-Aktivierung (PAC-1 Bindung) nach Agonistenzugabe und (B)
Thrombozytenzahl, C-reaktives Protein und Procalcitonin. ADP, Adenosindiphosphat; CRP-XL, Cross-
linked Collagen-Related Peptide; ROC, Receiver-operating characteristics; TRAP-6, Thrombin
Receptor Activator Peptide 6.
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3.3.3.2 Die Thrombozytenreaktivitat korreliert deutlich mit SOFA-Score, Mepacrin-
Abgabe und CRP
Zusatzlich wurde evaluiert, in welchem Zusammenhang die Thrombozytenreaktivitat (TR) als
unser potenzieller Biomarker zu anderen klinischen und laborchemischen Parametern und der
Mepacrin-Entladung steht. Dazu wurde aufgrund ihres hohen Potenzials zur Diskriminierung
zwischen Infektion- und Sepsis-Kohorte exemplarisch die Integrin allbf3-Aktivierung (PAC-1
Bindung) nach Stimulation mittels der Agonistenkombination ADP+U46619 herangezogen,
gegen Kklinische und laborchemische Parameter aufgetragen und Pearson-

Korrelationskoeffizienten berechnet.

Niedrige Werte ergaben sich fur die Korrelation der Thrombozytenreaktivitdt mit der
Thrombozytenzahl (r=0.17; p=.42; Abbildung 18A), der Krankenhausverweildauer (r=0.22;
p=.42; Abbildung 18E) und dem Procalcitonin-Spiegel (r=-0.29; p=.33; Abbildung 18C). Ein
deutlicher Zusammenhang hingegen zeigte sich flr die Thrombozytenreaktivitat mit dem
Entziindungsmarker C-reaktives Protein (r=-0.50; p=.01; Abbildung 18B), dem SOFA-Score
(r=-0.72; p=.002; Abbildung 18D) und der relativen Mepacrin-Abgabe (r=0.63; p=.001;
Abbildung 18F).

In der Zusammenschau der Ergebnisse fallt auf, dass die Thrombozytenreaktivitat, trotz der
hohen Korrelation mit dem SOFA-Score, mit der Thrombozytenzahl als einzelnem Parameter
des SOFA-Scores kaum zusammenhing. Uberraschend ist zudem, dass die Plasmaspiegel
des unspezifischen Entziindungsmarkers C-reaktives Protein eine deutlich héhere Korrelation
mit der Thrombozytenreaktivitat aufwies als der fur bakterielle Infektionserkrankungen
spezifischere Labormarker Procalcitonin. Die hohe Korrelation zwischen den
durchflusszytometrischen Messwerten der Integrin allbf3-Aktivierung und der Mepacrin-
Abgabe jeweils nach Agonistenzugabe spricht daflir, dass beide Assays einen ahnlichen

Funktionszustand der Thrombozyten testen.
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Abbildung 18: Thrombozytenreaktivitat korreliert deutlich mit SOFA-Score, Mepacrin-Abgabe
und CRP.

Die Thrombozytenreaktivitat (TR), gemessen als Integrin allbp3-Aktivierung nach Stimulation mittels
der Agonistenkombination ADP+U46619, wurde fur Patient:innen mit Infektion und Sepsis korreliert mit
(A) der Thrombozytenzahl, (B) dem Plasmalevel des C-reaktiven Proteins und (C) Procalcitonins, (D)
dem SOFA-Score, (E) der Krankenhausverweildauer und (F) der relativen Mepacrin-Abgabe. (A-C,F)
Messwerte von Zeitpunkt t1 und t2. (D,E) Messwerte von Zeitpunkt t1. CRP, C-reaktives Protein; geoMFl,
geometric mean fluorescence intensity; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PCT, Procalcitonin; r, Pearson-
Korrelationskoeffizient; SOFA, sequential organ failure assessment.

3.4 Analyse der Thrombozytenfunktion unter Flussbedingungen

Die Thrombozytenfunktionsanalyse mittels Durchflusszytometrie findet unter statischen
Bedingungen statt und berlcksichtigt weder die an der physiologischen Thrombozyten-
aktivierung beteiligten Scherkrafte noch Interaktionen zwischen Thrombozyten bei der
Aggregatbildung. Aus diesem Grund untersuchten wir die Thrombozytenfunktion der
Studienkohorten mittels INNOVANCE® Platelet Function Analyser (PFA)-200. Die wahrend
des automatisierten Analyseprozesses vorherrschenden Bedingungen modellieren die
physiologischen Umstande der Thrombozytenaggregation an freiliegendem subendothelialem
Kollagen im arteriellen Gefal3system bei Korpertemperatur. Ein entscheidender Unterschied
entsteht durch die Verwendung von Citrat-Vollblut, wodurch die Blutgerinnung blockiert wird
und der gemessene Verschluss der Membrandffnung auf die Fahigkeit der Thrombozyten zur

Adhasion und Aggregation i.S. der primaren Hamostase zurlckgefuhrt werden kann.
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3.4.1 Thrombozytopenien fithren zu verlangerter Verschlusszeit des PFA-200

Laut Herstellerangaben gelten die Referenzwerte physiologischer Verschlusszeiten des PFA-
200 nur fir Thrombozytenzahlen >150 nl'. Da viele Infektions- und Sepsispatient:innen eine
Thrombozytopenie aufweisen, wurde der isolierte Effekt verringerter Thrombozytenzahlen auf
die Verschlusszeit und -kurve gesunder Proband:innen untersucht. Dazu wurde mit 3,2-
prozentigem Citrat-Vollblut von drei gesunden Proband:innen zunachst eine Baseline-
Messung mittels PFA-200 durchgefiihrt und die Thrombozytenzahl mittels Sysmex-
Hamatologieanalysator bestimmt. Nachfolgend wurden mittels Zentrifugationsschritten auf die
in Kapitel 2.2.5 beschriebene Vorgehensweise Blutproben mit reduzierter Thrombozytenzahl,
sowie Citratblut-Kontrollproben ohne reduzierte Thrombozytenzahl generiert. Die Kontroll-
proben wurden den gleichen Zentrifugations- und Pipettierschritten wie die Blutproben mit
reduzierter Thrombozytenzahl ausgesetzt und dienten der Stérfaktorkontrolle einer moglichen
Beeinflussung der Thrombozytenfunktion durch mechanische Scherkrafte. Alle Blutproben
wurden diesem Prozedere zweimal aufeinander folgend unterzogen und nach jedem

Durchgang eine Messung mittels PFA-200 und Sysmex durchgefihrt.

Die PFA-200-Verschlusszeiten der Baseline-Messungen, einfach thrombozytendepletierten
Blutproben und zweifach thrombozytendepletierten Blutproben wurden gegen die
Thrombozytenzahl der jeweils untersuchten Blutprobe aufgetragen (Abbildung 19A). Die
Daten  zeigten  normwertige = Verschlusszeiten @ der  Baseline-Messungen  bei
Thrombozytenzahlen >100 nl'. Eine Probenmessung mit 89 Thrombozyten nl"' lag mit einer
Verschlusszeit von 118 Sekunden am oberen Ende des Referenzbereichs. Alle weiteren
Messungen mit niedrigeren Thrombozytenzahlen wiesen deutlich  prolongierte
Verschlusszeiten auf, wahrend ein Messdurchgang zu gar keinem Verschluss der
Membrandéffnung innerhalb von 300 Sekunden fuhrte. Die Abnahme der Thrombozytenzahl
fuhrte zu einer zunehmenden Abflachung der Verschlusskurven (Abbildung 19B-D).
Gleichzeitig verliefen die Verschlusskurven kontinuierlich und wiesen keine Anzeichen einer
Instabilitdt der Thrombozytenaggregate i.S. einer sprunghaften Zunahme der Durchflussrate
auf. Die Ergebnisse der Kontrollproben ergaben allesamt normwertige Verschlusszeiten im

Bereich von 82 bis 95 Sekunden bei konstanter Thrombozytenzahl (Daten nicht dargestelit).

Die Daten veranschaulichen einheitlich, dass eine ausgepragte Thrombozytopenie zu
zunehmend verlangerten Verschlusszeiten des PFA-200 fuhrt. Auf Basis unserer Datenlage
lied sich eine Verlangerung der Verschlusszeit bei Thrombozytenzahlen <100 Thrombozyten
nI"' vermuten, wahrend Thrombozytenzahlen <50 Thrombozyten nl' zu deutlich verlangerten
Verschlusszeiten oder gar einem Ausbleiben des Membranverschlusses fuhren. Auf Basis der
vorliegenden Daten wurde eine graphische Schatzung des Thrombozytenzahl-adjustierten

Referenzbereichs der Verschlusszeit in Abbildung 19A eingezeichnet. Eine Verlangerung der
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Verschlusszeiten als Konsequenz der Probenpraparation mittels Zentrifugierens und
Pipettierens konnte aufgrund der normwertigen Ergebnisse der Kontrollproben

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 19: Thrombozytopenien fiihren zu verléangerter Verschlusszeit des PFA-200.

Der isolierte Effekt verringerter Thrombozytenzahlen auf die Verschlusszeit und -kurve des PFA-200
(KOL/ADP-Kartuschen) wurde mittels modifizierter Citrat-Blutproben von gesunden Proband:innen
gemessen. (A) Verschlusszeiten in Abhangigkeit der Thrombozytenzahl der jeweiligen Blutprobe von
drei gesunden Proband:innen (Ktrl1-3). Der Bereich zwischen den gestrichelten roten Linien stellt eine
graphische Schatzung eines Thrombozytenzahl-adjustierten Referenzbereichs auf Basis der
vorliegenden Daten dar. &, kein Verschluss. (B-D) Reprasentative Verschlusskurvenkurven eines
Probanden bei (B) Baseline-Messung, (C) Messung nach der ersten Thrombozytendepletion und (D)
Messung nach der zweiten Thrombozytendepletion. (A-D) Gestrichelte schwarze Linien indizieren den
Hersteller-Referenzbereich der Verschlusszeit [68-121s] fir >150 Thrombozyten nl-'. s, Sekunde.
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3.4.2 Die Thrombozytenaggregation unter arteriellen Flussbedingungen ist bei
Infektion und Sepsis normal bis beschleunigt
Zur Untersuchung der Thrombozytenfunktion unter arteriellen Flussbedingungen bei Infektion
und Sepsis wurden mittels PFA-200 Verschlusszeiten und -kurven gemessen und analysiert.
Dabei wurde pro Patient:in, sofern logistisch moéglich, sowohl eine Messung mittels KOL/ADP-
Kartusche, als auch mittels KOL/EPI-Kartusche durchgefiihrt. Die Abklrzungen KOL/ADP,
bzw. KOL/EPI, beziehen sich auf die fir die Membranbeschichtung verwendeten Agonisten
Kollagen (KOL), Adenosindiphosphat (ADP) und Epinephrin (EPI). Da die Einnahme von
Acetylsalicylsaure (ASS) zu einer verlangerten Verschlusszeit bei der Messung mittels
KOL/EPI-Kartusche flihren kann, wurden Patient:innen mit entsprechender Medikation von der

Auswertung ausgeschlossen.

Die mittleren Verschlusszeiten zum Zeitpunkt t1 waren zwischen den Kohorten vergleichbar fir
die Agonisten KOL/ADP (83s vs. 76s vs. 73s; p=.74; Abbildung 20A) und KOL/EPI (107s vs.
81s vs. 118s; p=.35; Abbildung 20B). Unter Bericksichtigung des Hersteller-
Referenzbereiches wiesen allerdings mehr als 40% der Patient:innen mit Infektion und mehr
als 60% der Patient:innen mit Sepsis verkurzte oder verlangerte Verschlusszeiten auf. Da
ausgepragte Thrombozytopenien zu verlangerten Verschlusszeiten flihren (Kapitel 3.4.1),
wurden die Verschlusszeiten aller PFA-200-Messungen gegen die Thrombozytenzahl der
untersuchten Blutprobe aufgetragen (Abbildung 20C/D) und fir KOL/ADP zusatzlich die im
vorherigen Kapitel vorgestellte graphische Schatzung des Thrombozytenzahl-adjustierten
Referenzbereiches eingezeichnet. Dabei zeigte sich, dass die verlangerten Verschlusszeiten
der Studienpatient:iinnen weitestgehend auf eine vorliegende Thrombozyopenie
zurlckzufihren waren. Zugleich wurden Patient:innenmessungen, die beschleunigte
Verschlusszeiten aufweisen, unter Beachtung des adjustierten Referenzbereiches noch
zahlreicher. Der Vergleich der Morphologie der Verschlusskurven von Sepsis-Patient:innen
mit beschleunigter Verschlusszeit (Abbildung 20F) mit den Verschlusskurven gesunde
Proband:innen (Abbildung 20E) liel3 einen steileren Abfall der Durchflussrate bei Sepsis ohne
sonstige morphologische Auffalligkeiten erkennen. Die Analyse der Morphologie der
Verschlusskurven von  Sepsis-Patient:innen  mit  verlangertem oder fehlendem
Membranverschluss hingegen offenbarte neben dem Abflachen der Verschlusskurve in allen

Fallen sprungartige Anstiege der Durchflussrate (Abbildung 20G).

Unsere Daten zur Thrombozytenfunktion unter arteriellem Scherstress ergaben unter
Berticksichtigung der Thrombozytenzahlen bei Infektion und Sepsis eine klare Tendenz zur
beschleunigten Aggregation. Die sprunghaften Anstiege der Durchflussrate in allen
Verschlusskurven unserer Sepsis-Patient:innen mit verlangertem oder fehlendem

Membranverschluss sind nicht allein durch die vorliegenden Thrombozytopenien erklarbar, da
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sich derartige Ereignisse in den Verschlusskurven gesunder Proband:innen mit vergleichbaren
und noch niedrigeren Thrombozytenzahlen nicht zeigten (Abbildung 19C/D). Folglich kénnten
die sprunghaften Anstiege der Durchflussrate eine Instabilitat des Thrombozytenaggregats bei
Sepsis mit ausgepragter Thrombozytopenie darstellen, die zu einem wiederkehrenden

LJAufreilen” zuvor bereits verschlossener Bereiche fuhrten.
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Abbildung 20: Die Thrombozytenaggregation unter arteriellen Flussbedingungen ist bei
Infektion und Sepsis normal bis beschleunigt.

Die Thrombozytenfunktion wurde unter arteriellen Flussbedingungen mittels PFA-200 an Citratblut von
gesunden Proband:innen (Krtl), Patient:innen mit Infektion (Inf) oder Sepsis (Sep) zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses (1) und 5-7 Tage nach Studieneinschluss (t2) analysiert. (A,C,E-G) Messungen
mittels KOL/ADP-Kartusche. Die gestrichelten schwarzen Linien indizieren den Referenzbereich physio-
logischer Verschlusszeiten [68-121s] bei Thrombozytenzahlen >150 nl-'. (C) Der Bereich zwischen den
gestrichelten roten Linien stellt eine graphische Schatzung des Thrombozytenzahl-adjustierten
Referenzbereichs auf Basis von Abbildung 19A dar. (B,D) Messungen der Verschlusszeit mittels
KOL/EPI-Kartusche. Die gestrichelten schwarzen Linien indizieren den Referenzbereich physio-
logischer Verschlusszeiten [84-160s] bei Thrombozytenzahlen >150 nl-'. (A,B) Graphen zeigen Median
1 IQR; Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, bzw. Wilcoxon-Test analysiert. (C,D) stellen
die Verschlusszeiten aus Panel A/B in Abhangigkeit der Thrombozytenzahl der jeweiligen Citratblut-
probe dar. (E-G) zeigen reprasentative Verschlusskurven inklusive Thrombozytenzahl der untersuchten
Blutprobe (E) einer gesunden Proband:in mit normwertiger Verschlusszeit, (F) einer Sepsis-Patient:in
mit verkirzter Verschlusszeit und (G) einer Sepsis-Patient:in mit verlangsamtem Membranverschluss.
n.s., nicht signifikant; KOL, Kollagen; ADP, Adenosindiphosphat; EPI, Epinephrin. &, kein Verschluss.
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4 DISKUSSION

4.1 Sind Thrombozyten bei Sepsis nun hypo-, normo-, oder
hyperreaktiv? — Es kommt darauf an!

An der Pathophysiologie der Sepsis sind alle Funktionsbereiche von Thrombozyten beteiligt
[129] und Thrombose- und Blutungsereignisse, sowie das capillary leak syndrom, sind haufige
und lebensbedrohliche Komplikationen bei Sepsis [30, 32]. Folglich Uberrascht die geringe
Anzahl durchgefihrter Studien zur Untersuchung der humanen Thrombozytenreaktivitat bei
Sepsis. Deren unterschiedliche Ergebnisse und die Tatsache, dass der Grofiteil der Studien
vor Einflhrung der Sepsis-3-Diagnosekriterien mit abweichenden Einschlusskriterien der
Sepsis-Kohorten durchgefiihrt wurde, implizieren die Notwendigkeit der Durchfihrung neuer
umfassender Studien. Aufgrund der inhomogenen Studienergebnisse bietet sich zur
Einordnung unserer Forschungsergebnisse eine differenzierte Betrachtung der

Thrombozytenfunktion bei Sepsis hinsichtlich der verwendeten Untersuchungsmethodik an.

4.1.1 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnten wir in unserer vorangegangenen Pilotstudie eine
Hyporeaktivitdt von Thrombozyten bei Sepsis nach Stimulation des Kollagenrezeptors GPVI
und der ADP-Rezeptoren P2Yq12 feststellen [120]. Im Rahmen der vorliegenden
Dissertationsarbeit konnten wir diese Ergebnisse replizieren und bei unserer Sepsis-Kohorte
zusatzlich eine ausgepragte Hyporeaktivitat der Integrin allbf3-Aktivierung nach Stimulation
des Podoplaninrezeptors CLEC-2, Thrombinrezeptors PAR1 und Thromboxanrezeptors
TXA2-R feststellen. Zudem war die beladungsadjustierte Mepacrin-Abgabe unserer Sepsis-
Kohorte leichtgradig reduziert, was auf einen Defekt der 6-Degranulation bei Sepsis hinweist.
Die Zusammenschau unserer Beobachtungen lasst folglich eine generalisierte Hyporeaktivitat

von Thrombozyten bei Sepsis und durchflusszytometrischer Analyse vermuten.

Unsere Daten zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den Studienergebnisse von Yaguchi et
al. und Lundahl et al. [112, 116], die mittels Durchflusszytometrie ebenfalls eine Hypoaktivitat
der Thrombozyten bei Sepsis im Sinne einer verringerten Integrin allbf3-Aktivierung nach
Stimulation der Thrombin-, Kollagen- und ADP-Rezeptoren feststellten (Tabelle 13). Eine
deutliche Diskrepanz weisen unsere Daten zu den Ergebnissen von Tunjunputri et al. auf, die
bei Gram-positiver Sepsis eine Hyperreaktivitat und bei Gram-negativer Sepsis eine
Normoreaktivitdt der Thrombozyten beobachteten [115]. Beim Vergleich der Studien fallt eine
unterschiedliche Patient:innenauswahl auf. Lundahl et al. rekrutierten ausschlieBlich
Patient:innen im septischen Schock von Intensivstation innerhalb von 24h nach Sepsis-

Diagnosestellung. Auch Yaguchi et al. rekrutierten Sepsispatient:innen ausschlief3lich Uber die

( )
[ 56 )



DISKUSSION

Intensivstation, wobei analog der Sepsis-2 Kriterien vier Patient:innen eine unkomplizierte
Sepsis (mittlerer SOFA-Score: 3+2) und sechs Patient:innen eine schwere Sepsis oder einen
Septischen Schock (mittlerer SOFA-Score: 8+4) hatten. Demgegeniber war in der Studie von
Tunjungputri et al. eine intensivmedizinische Behandlung ein Ausschlusskriterium der Sepsis-
Kohorte, da die Autoren den Einfluss eines Organversagens auf die Thrombozytenfunktion
ausschlieRen wollten und vorrangig den Einfluss der Gram-positiven oder -negativen
Bakteriamie auf die Thrombozytenreaktivitat messen wollten. Ein mittlerer SOFA-Score der
Sepsis-Kohorte wird von den Autor:innen nicht angegeben. Auf Basis der zur Verfigung
stehenden Informationen erscheint die Sepsis-Kohorte unserer Studie beziglich der
Patient:innenselektion mit den Kohorten von Lundahl et al. und Yaguchi et al. vergleichbar, da
sich von unserer Sepsis-Kohorte ebenfalls 77% im septischen Schock befanden und sie zum
Zeitpunkt des Studieneinschlusses einen medianen SOFA-Score von 8 (IQR 3,5-9) aufwies.
Im Gegensatz dazu widersprechen die Ein-/Ausschlusskriterien von Tunjungputri et al. den
aktuellen Sepsis-3 Kriterien, nach denen die Organfunktionsstérung zentraler Aspekt der
Diagnosestellung ist. Eine wahrscheinliche Ursache der Diskrepanz bezlglich der
gemessenen Thrombozytenreaktivitat zwischen den genannten Studien ist folglich der

Schweregrad der Erkrankung der Sepsis-Kohorten.

4.1.2 Aggregometrie

Die primare Hamostase ist physiologisch gekennzeichnet durch die Bereiche
Thrombozytenadhasion, -aktivierung und -aggregation. Wahrend die Durchflusszytometrie
von diesen Bereichen ausschlieRlich die Aktivierung von Thrombozyten auf Einzellzellebene
ohne Einfluss der Thrombozytenzahl oder von Plasmaproteinen untersucht, kann mittels
Aggregometrie neben der Aktivierung zusatzlich die Aggregation von Thrombozyten analysiert
werden. Die meisten publizierten Studien zur Thrombozytenreaktivitat bei Sepsis wurde mittels
Aggregometrie durchgefuhrt (Tabelle 13). Die Mehrzahl dieser Studien kommt zu dem
Ergebnis, dass die Thrombozytenaggregation bei Sepsis reduziert ist [111-113, 120, 130].
Wahrend einige Studien den Einfluss von verringerten Thrombozytenzahlen bei Sepsis-
Patient:innen auf die Aggregation nur statistisch adressieren, konnten wir im Rahmen unserer
Pilotstudie auch bei einheitlich eingestellten Thrombozytenzahlen der PRP-Proben eine
deutlich reduzierte Aggregation nachweisen [120]. Akinosoglou et al. hingegen beschreiben
eine erhdhte Aggregation bei Sepsis und normaler Thrombozytenaggregation bei Schwerer
Sepsis und Septischem Schock [114]. Im Kontext der anderen Studien betrachtet, ist die
Aussagekraft dieser Studie allerdings begrenzt, da sie als einzige Studie die
Thrombozytenaggregation mittels des point-of-care-Vollblut-Aggregometers VerifNow™

untersucht und mittels der verwendeten Kartusche ausschlieRlich die Thrombozyten-
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stimulation mittels des ADP-Rezeptors P2Yq, ermittelt, wohingegen die anderen Studien

jeweils mehrere Agonisten untersuchten.

4.1.3 PFA-200

Den Methoden der Durchflusszytometrie und Aggregometrie ist gemeinsam, dass sie die
Thrombozytenreaktivitdt in Abwesenheit von Scherkraften, wie sie physiologische im
Gefaldsystem vorzufinden sind, untersuchen und damit den Bereich der Thrombozyten-
adhasion nicht abbilden. Unsere Messungen mittels des PFA-200 Systems im Rahmen der
vorliegenden Studie sind die ersten uns bekannten Daten zur Funktionsanalyse humaner
Thrombozyten bei Sepsis unter (arteriellen) Scherkraften. Dabei beobachteten wir
Uberraschenderweise bei Sepsis-Patient.innen mehrheitlich normwertige bis gar
beschleunigte Verschlusszeiten. Dies deutet auf eine physiologisch ausreichende Fahigkeit
der Thrombozyten zur Adhasion, Aktivierung und Aggregation unter arteriellen
Flussbedingungen hin. Gleichzeitig ist bekannt, dass das PFA-200 fir milde
Thrombozytenfunktionsstérungen nicht sensibel ist[131, 132], weshalb diese Messdaten nicht
im Sinne einer vollen Funktionstichtigkeit der Thrombozyten unter arteriellen Scherkraften
interpretiert werden kdnnen. Dennoch zeigen diese Daten, dass die primare Hamostase bei
Sepsis global betrachtet nicht in dem Ausmal beeintrachtigt zu sein scheint, wie es unsere

durchflusszytometrischen Daten zunachst vermuten liel3en.

Die beschleunigten Verschlusszeiten unserer Sepsis-Kohorte kdnnten eine Hyperreaktivitat
der Thrombozyten unter arteriellen Flussbedingungen abbilden. Bekanntlich sind die
Testergebnisse des PFA-200 aber neben der Thrombozytenzahl und dem Hamatokrit stark
von den vVWF-Plasmaleveln abhangig [131]. Der vVWF gehort zu den Akute-Phase-Proteinen,
weshalb vWF-Plasmalevel unter inflammatorischen Bedingungen ansteigen. Ware et al.
malen vVWF-Plasmaspiegel bei 141 Sepsispatient:innen und fanden einen mittleren Anstieg
derer von 350% im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe [133]. Folglich kénnten die von uns
gemessenen beschleunigten Verschlusszeiten des PFA-200 auf erhdhte vWF-Plasmaspiegel
zurUckzufuhren sein. Dieser Hypothese sollte durch die Messung der vWF-Spiegel z.B. mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) im weiteren Studienverlauf nachgegangen
werden.

Die Messwerte des PFA-200 kénnen aber ebenfalls in Richtung verlangsamter Verschluss-
zeiten beeinflusst werden. Erniedrigte Hamatokrit-Werte [134] und Thrombozytenzahlen
(Abbildung 19) fluhren zu verlangsamten Verschlusszeiten. Unsere Sepsis-Kohorte zeigt im
Mittel sowohl verringerte Hamatokrit-Werte als auch Thrombozytenzahlen. Folglich durften die
unverzerrten Verschlusszeiten unserer Sepsis-Kohorte unter der isolierten Betrachtung dieser

Gesichtspunkte noch kirzer als bereits gemessen sein. Kuiper et al. ermittelten fur das PFA-
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100 mittels multipler Regressionsanalyse mathematische Formeln, die die Ermittlung
individueller Referenzintervalle fir erniedrigte Hamatokrit-Werte und Thrombozytenzahlen
ermdglichen [134]. Eine vergleichbare Arbeit flir das PFA-200 ware zukulnftig hilfreich, um
mittels der flir Hamatokrit, Thrombozytenzahl- und VWF-Plasmaspiegel-adjustierte
Verschlusszeiten des PFA-200 auf bei Sepsis eine Aussage uber die isolierte

zugrundeliegende Thrombozytenfunktion treffen zu kénnen.

4.1.4 Schlussfolgerung

Die Zusammenschau unserer Ergebnisse mit der Literatur Uber unterschiedliche
Untersuchungsmethoden hinweg offenbart mehrheitlich Evidenz fir das Vorliegen einer
Hyporeaktivitdt der Thrombozyten bei Sepsis und Messung der Thrombozytenfunktion in
Abwesenheit von Scherkraften mittels Durchflusszytometrie und Aggregometrie. Gleichzeitig
konnte mit der vorliegenden Arbeit veranschaulicht werden, dass sich diese Ergebnisse
eventuell nicht auf die Thrombozytenfunktion unter dem Einfluss arterieller Scherkrafte
Ubertragen lassen und Thrombozyten unter diesen Umstanden maglicherweise normoreaktiv
sind. Eine hohere Fallzahl, sowie weitere Untersuchungen der Thrombozytenfunktion unter

Flussbedingungen sind notwendig, um diese Hypothese weiter zu evaluieren.

Welchen pathophysiologischen Nutzen aber kénnten derartige Veranderungen der
Thrombozytenfunktion bei Sepsis haben? Eine Herunterregulation der Thrombozyten-
reaktivitdt fir eine Umgebung mit geringen Scherkraften kdnnte eine Uberschielende
Thrombozytenaktivierung im Bereich des Kapillarsystems an den bei Sepsis vermehrt
freiliegenden subendothelialen Strukturen vorbeugen. Gleichzeitig kdnnte die Fahigkeit von
Thrombozyten erhalten bleiben, unter Einwirkung hoher Scherkrafte, wie sie im arteriellen
System vorherrschen, (iber den VWF-Rezeptorkomplex GPIb-IX-V aktiviert zu werden. Uber
welche Mechanismen die Bindung von GPIb-IX-V an immobilisierten VWF zur Integrin-
Aktivierung fuhrt, ist bislang nicht geklart [135]. Eine aufschlussreiche Anschlussuntersuchung
zur Uberprifung dieser Hypothesen ware die Untersuchung der Thrombozytenreaktivitat bei
Sepsis mittels Flusskammer unter unterschiedlichen Flussraten. Sollten Thrombozyten von
Sepsispatient:innen mit zunehmender Scherrate reaktiver werden, wirde dies die Hypothese
unterstutzen. Unter klinisch-epidemiologischer Betrachtung sprechen erhdhte Inzidenzen fir
Ereignisse wie Myokardinfarkt und ischamischer Schlaganfall bei Sepsis-Patient:innen fur die
Hypothese, dass die Thrombozytenreaktivitat bei Sepsis unter arteriellen Scherkraften nicht

eingeschrankt oder gar erhoht ist [136, 137].
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4.2 Eignet sich die Messung der Thrombozytenreaktivitat potenziell als

diagnostischer Biomarker flir Sepsis?

Sepsis ist eine der fuhrenden Todesursachen weltweit [8]. Die Friiherkennung der Sepsis und
eine leitliniengerechte Behandlung steigert die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patient:innen erheblich [36, 121], weshalb die Identifikation neuer verlasslicher diagnostischer
Biomarker erklartes Ziel der Sepsis-Task Force ist [1]. Biomarker sind genau und
reproduzierbar messbare Indikatoren fir einen Erkrankungszustand, die z.B. flr die
Diagnosestellung oder Prognose nutzlich sind. Im Rahmen einer Pilotstudie identifizierte
unsere Arbeitsgruppe mittels Durchflusszytometrie eine ausgepragte Hyporeaktivitat der
Thrombozyten bei Sepsis [120]. Diese Hyporeaktivitdt war bereits zum Zeitpunkt der
Patient.innenaufnahme auf die Intensivstation in vollem Ausmafl messbar und ging einem
Abfall der Thrombozytenzahl im Mittel um 1,6 Tage voraus. Folglich stellte sich uns unter dem
Gesichtspunkt, moglicherweise einen neuen Biomarker flr die Sepsis-Friherkennung
identifiziert zu haben, die Frage, ob die Hyporeaktivitdt bereits bei hospitalisierten

Patient:innen mit Infektionserkrankungen (SOFA-Score <2) detektiert werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die beschriebene
Hyporeaktivitdt bereits bei Patient:innen mit Infektionserkrankungen besteht, aber in
geringerem Ausmal} als bei Sepsis. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass die
Entwicklung der Thrombozyten-Hyporeaktivitat unter statischen Bedingungen bereits friih in
der Infektion-Sepsis-Progression beginnt und mit zunehmender Schwere der
Infektionserkrankung aggraviert. Diese Vermutung wird durch die negative Korrelation der
Thrombozytenreaktivitdt mit dem SOFA-Score, sowie den Entzindungsmarkern CRP und
PCT, unterstutzt. Allerdings beruhen unsere Beobachtungen ausschlief3lich auf dem Vergleich
der Kohorten. Keine Infektionspatient:in entwickelte im Beobachtungszeitraum unserer Studie
eine Sepsis, sodass wir die Thrombozytenfunktion auf dem Infektion-Sepsis-Kontinuum nur

inter- und nicht intraindividuell beurteilen kdnnen.

In unserer Pilotstudie stellte sich die durchflusszytometrisch quantifizierte Hyporeaktivitat bei
Stimulation des Kollagenrezeptors GPVI mittels des Agonisten CRP-X. ausgepragter dar als
mittels der Agonisten Convulxin und ADP, weshalb die Thrombozytenreaktivitdt nach
Stimulation mittels CRP-X_. als Sepsis-Biomarker diskutiert wurde [120]. Zur weiteren
Evaluation der Fragestellung nach der optimalen Agonistenwahl, untersuchten wir in der
vorliegenden Arbeit die Thrombozytenreaktivitat mittels sechs unterschiedlicher Agonisten.
Unsere ROC-Analysen zeigen mit AUC-Werten von 20.80 fir alle untersuchten
Agonisten(kombinationen) ein hohes Potenzial als potenzielle Sepsis-Biomarker. Besonders

geeignet, zwischen den Kohorten Infektion und Sepsis zu diskriminieren, stellten sich auf
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Grundlage unserer vorlaufigen Daten die Agonisten(kombinationen) TRAP-6 und
ADP+U46619 mit einer AUROC von jeweils 0.96 dar, die damit CRP-X. (AUROC 0.88)

Uberlegen waren.

Zur Beurteilung des diagnostischen Potenzials der mittels Durchflusszytometrie quantifizierten
Thrombozytenreaktivitat fir die Sepsis-Friherkennung existieren keine Vergleichsstudien.
Allerdings existieren wenige Studien, die diese Fragestellung mittels point-of-care-Geraten
untersucht haben. Adamzik et al. untersuchten die Thrombozytenfunktion mittels des
Aggregometers Multiplate® bei Patient:innen mit schwerer Sepsis und postoperativen
intensivpflichtigen Patient:innen. Deren Ergebnisse ergaben, dass die Impedanz-
aggregometrie unter Verwendung des Agonisten Kollagen (AUROC 0.81) als Biomarker fur
die Diagnose einer schweren Sepsis bei intensivpflichtigen Patient.innen den ublichen
Laborparametern Procalcitonin (PCT), Interleukin(IL)-6 und C-reaktives Protein (CRP) leicht
Uberlegen war [130]. Ebenfalls mittels Multiplate® Impedanz-Aggregometriedaten
berechneten Davies et al. ROC-Analysen zwischen den gepoolten Kohorten
SIRS/Unkomplizierte Sepsis und Schwere Sepsis/Septischer Schock. Das diagnostische
Potenzial eine Sepsis mit Organversagen zu erkennen, war dabei am hdchsten bei
Verwendung des Agonisten ADP (AUC 0.74), lieferte aber letztlich nur eine vergleichbare
diagnostische Wertigkeit wie die Analyse der Thrombozytenzahl (AUC 0.76). Akinosoglou et
al. schlieBlich berechneten eine ROC-Analyse aus VerifyNow® P2Yq; Vollblut-
Aggregometriedaten zwischen den gepoolten Kohorten Gesundspender/Unkomplizierte
Infektion und Sepsis/Schwere Sepsis/Septischer Schock. Mit einer AUC von 0.68 zeigte das
VerifyNow® eine deutlich schlechtere Fahigkeit, eine Sepsis zu detektieren, als die ebenfalls
erhobenen Inflammationsmarker CRP und IL-6. Alle drei Studien lassen sich aufgrund der
abweichenden Vergleichskohorten und zugrundeliegenden Sepsis-Diagnosekriterien nicht
direkt mit unseren Ergebnissen vergleichen. Dennoch zeichnet sich bezuglich des Potenzials
als diagnostischer Biomarker eine Uberlegenheit der Messung der Thrombozytenreaktivitat

mittels Durchflusszytometrie im Vergleich zu point-of-care-Aggregometern ab.

In einem systematischen Literaturreview identifizierten Pierrakos et al. 258 verschiedene
diagnostische und prognostische Sepsis-Biomarker unterschiedlichsten Ursprungs wie z.B.
Zellmembranrezeptoren, Metabolite oder Zytokine [138]. Der Grol¥teil (84%) dieser Biomarker
wurden allerdings nur jeweils in weniger als funf Studien untersucht. Abgesehen von CRP und
PCT sind die am besten untersuchten Biomarker IL-6, Presepsin und neutrophilen CD64
(nCD64) [138]. Von diesen konnte tber mehrere Studien hinweg nur fiir die Expression von
nCD64 eine diagnostische Uberlegenheit gegeniiber CRP und PCT ermittelt werden [139-
141]. nCD64 ist ein hochaffiner IgG Fcy-Rezeptor I, der auf inaktiven Neutrophilen nur in sehr

geringen Mengen exprimiert wird, aber durch Zytokine wahrend einer Infektion hochreguliert
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wird [142]. Da nCD64 ebenfalls mittels Durchflusszytometrie gemessen wird, bietet sich ein
direkter Vergleich des diagnostischen Potenzials der Integrin allbf3-Aktivierbarkeit nach
Agonistenzugabe mit der nCD64-Expression als Sepsis-Biomarker in zuklnftigen Studien an.
Ebenfalls sollte in der Zukunft das diagnostische Potenzial der Kombination der
Thrombozytenreaktivitdt mit anderen Biomarkern zur Sepsis-Friherkennung untersucht
werden. Beispielweise zeigte die Kombination aus nCD64 und SOFA-Score fir die Vorhersage
der 28-Tage-Mortalitat eine héhere AUROC als jeder der Parameter einzeln betrachtet (0,92
vs. 0.89/0.85) [141]. Neben nCD64 existieren zahlreiche weitere vielversprechende Sepsis-
Biomarker, deren adaquate Abhandlung den Rahmen dieser Arbeit jedoch Ubersteigen wirde.

An dieser Stelle sei deshalb auf entsprechende aktuelle Literaturreviews verwiesen [138, 143].

Die Zusammenschau unserer Ergebnisse mit der aktuellen Literatur ergibt, dass die
Thrombozytenreaktivitat unter Berlicksichtigung unserer vorlaufigen ROC-Analysen weiterhin
ein interessanter und vielversprechender Kandidat fir einen Biomarker zur Sepsis-
Friherkennung ist.  Weitere = Schlussfolgerungen  (ber das  Potenzial der
Thrombozytenreaktivitat als Biomarker und den daflir am besten geeigneten Agonisten sollten
aufgrund der bislang geringen Fallzahl aber erst nach Erhebung einer grélkeren Kohorte

gezogen werden.

4.3 Sepsis-bedingte phanotypische Veranderungen der Thrombozyten

Im Rahmen unserer Untersuchungen fanden wir Hinweise auf Sepsis-bedingte
Veranderungen des Thrombozyten-Phanotyps im Bereich der 6-Granula, Rezeptoren-

ausstattung und Glykosylierung.

4.3.1 &-Granula-Defekt

Bereits in unserer Pilotstudie stellten wir eine deutlich verringerte Mepacrin-Aufnahme der
Thrombozyten bei Sepsis fest. Dieses Ergebnis wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
repliziert. Die Thrombozyten unserer Sepsis-Kohorte wiesen im Mittel eine um 40% reduzierte
Mepacrin-Aufnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe auf und prasentierten damit einen
indirekten Hinweis auf eine verringerte Anzahl gespeicherter 6-Granula. Diesem Hinweis sollte
im nachfolgenden Studienverlauf mittels whole mount-Transmissionselektronenmikroskopie
(WM-TEM) nachgegangen werden, um eine Reduktion der &-Granula bei Sepsis-

Thrombozyten auch morphologisch nachzuweisen.

Die Rolle der &-Granula bei Sepsis ist weitestgehend unerforscht. Lediglich Claushuis et al.

untersuchten Hermansky-Pudlak-Syndrom (Hps)3coa-Mause (mit reduzierter &-Granula-
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Anzahl) im Pneumosepsis-Modell nach Klebsiella pneumoniae-Infektion [144]. Dabei fanden
sie bei Hps3coa-Mausen eine tendenziell milder ausgepragte Sepsis-induzierte
Thrombozytopenie, als bei den Kontrollmausen, aber keinen Unterschied bezlglich des

Auftretens von Organblutungen zwischen den Kohorten.

Unter der Annahme, dass Thrombozyten im Rahmen der Infektion-Sepsis-Progression im
Mittel 40% ihrer &-Granula in den Blutstrom freisetzen, sollte Uber mégliche Konsequenzen
nachgedacht werden. Da circa 90% des sich aul3erhalb des ZNS befindenden Serotonins im
menschlichen Kérper in den &-Granula der Thrombozyten gespeichert ist [62], kbnnte die
kontinuierliche Freisetzung eines signifikanten Teiles davon systemische Folgen nach sich
ziehen. Studien zeigten wiederholt, dass die Freisetzung von Serotonin auf das Herz-Kreislauf-
System nach einer kurzen initialen Phase der Vasokonstriktion zu einer langanhaltenden
Vasodilatation und Blutdruckabfall fuhrt [145]. Folglich kdnnte das von uns detektierte &-
Granula-Defizit an der Entstehung eines septischen Schocks beteiligt sein. Zusatzlich werfen
unsere Ergebnisse die Frage nach der funktionellen Bedeutung von Thrombozyten mit einer
vermeintlich verringerten &-Granula-Anzahl bei Sepsis auf. Interessanterweise weisen
Thrombozyten bei sog. d-Storage-Pool-Disorders (6-SPD) einen ahnlichen Phanotyp auf.
Patient:innen mit jeder Art von 8-SPD leiden aufgrund eines quantitativen und/oder qualitativen
0-Granula-Defektes unter moderaten Blutungssyndromen mit geringer Beeintrachtigung des
taglichen Lebens und erhéhtem Risiko fir schwerwiegende Blutungen bei chirurgischen
Operationen oder Verletzungen [62]. Daraus lasst sich ableiten, dass die Reduktion der -
Granula-Anzahl eine Pradisposition fur Blutungsereignisse darstellt. Blutungsereignisse sind
bei Patient:innen mit Sepsis eine bekannte Komplikation und kénnten folglich mechanistisch

mit dem von uns detektierten 8-Granula-Defekt zusammenhangen.

Der Exploration méglicher Ursachen des vermeintlichen &-Granula-Defizits konnte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nicht weiter nachgegangen werden. Die leichte Reduktion der
Mepacrin-Beladung unserer Infektion-Kohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe liefert jedoch
Hinweise auf einen graduellen Prozess der 8-Granula-Reduktion Uber das Infektion-Sepsis-
Kontinuum hinweg. Ein Blick zu den nicht-syndromalen &-SPD liefert leider keine Hinweise auf
mogliche Ursachen der vermuteten &-Granula-Reduktion, da die pathophysiologischen und
molekularen Mechanismen dieser isolierten Thrombozytenstérungen bislang ebenfalls
unbekannt sind [62]. Weitere Hinweise Uber die mechanistische Ursache des &-Granula-
Defizits konnte in zukUnftigen Experimenten durch die Koinkubation gesunder
mepacrinbeladerner Thrombozyten in Vollblut von Sepsis-Patient.innen untersucht werden.
Eine Reduktion der Mepacrin-Beladung nach Koinkubation wirde auf eine zellulare oder
plasmatische Ursache des ©&-Granula-Defizits hinweisen, dem durch eine Koinkubation

gesunder Thrombozyten in PRP und PPP weiter nachgegangen werden konnte.
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L 64 )



DISKUSSION

4.3.2 Rezeptor-Shedding

Die Thrombozyten unserer Sepsis-Patient.innen wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
verringerte Expression von GPV und tendenziell auch GPlba und GPVI auf, sowie erhdhte
Expression von GPIX bei sonst normwertiger Ausstattung des Kollagen-Rezeptors Integrin 31,
Podoplanin-Rezeptors CLEC-2 und Fibrinogen-Rezeptorkomplexes Integrin allbf3. Ein
Abgleich unserer Ergebnisse mit der bestehenden Literatur zeigt eine dort durchgehend als
normwertig beschriebene Rezeptorexpression bei Sepsis fur Integrin allbf3 [117, 118, 120],
Integrin B1 [112, 120], GPIb [112, 118, 120], GPIX [112, 120] und CLEC-2 [120]. In unserer
Pilotstudie stellten wir eine verringerte Expression von GPVI und erhOhte
Plasmakonzentrationen von sGPVI fest [120]. Die Expression von GPV wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nach unserem Wissen erstmalig bei Sepsis untersucht.

Die verringerte Expression von GPV und GPVI deutet auf ein verstarktes Shedding der
Ektodomanen dieser Rezeptoren bei Sepsis durch die Metalloproteasen ADAM10/17 hin [126,
146]. Dies wird bei Sepsis moglicherweise ausgeldst durch erhéhte Level von oxidativem
Stress, Scherstress oder Thrombin [126, 147]. Die Messung der erhdhten GPIX-Expression
bei Sepsis konnte zurickzuflhren sein auf ein erhéhtes MPV oder einen kompensatorischen
Anstieg, da GPIX als einzige der von uns analysierten Komponenten des vWF-
Rezeptorkomplexes keinem Shedding unterliegt. Auch ein Zufallsbefunde kommt in Betracht,
da andere Studien keine erhohte GPIX-Expression bei Sepsis fanden [112, 120]. Ob die
veranderte Expression der Komponenten des Rezeptorkomplexes GPIb-IX-V bei Sepsis
funktionale Bedeutung hinsichtlich der Adhasionsfahigkeit des vWF-Rezeptorkomplexes hat,
bleibt unklar. Als ergdnzende Untersuchung beziglich der verringerten Expression von GPV

kénnten im weiteren Studienverlauf die sGPV-Plasmalevel mittels ELISA gemessen werden.

4.3.3 Desialylierung

Sepsis und andere Infektionskrankheiten gehen haufig mit einer Thrombozytopenie einher [1].
Als einer der Hauptmechanismen fur die Entfernung zirkulierender Thrombozyten bei
Gesunden wurde der Verlust von 2,3-gebundener Sialinsaure identifiziert [64]. Mit unserem
laborintern neu etablierten Lektin-Assay konnten wir bei unserer Sepsis-Kohorte eine
Reduktion endstandig-gebundener Sialinsaure auf Thrombozyten feststellen, was auf eine
erhdhte Desialylierung bei Sepsis hinweist und die erniedrigte Thrombozytenzahlen unserer
Sepsis-Kohorte mitbedingen koénnte. Allerdings konnten wir keine erhéhte Exposition
endstandiger Galaktose nachweisen, die bei erhohter Desialylierung erwartungsgeman
vermehrt freiliegen sollte. Auch erwies sich das Ausmal’ der Desialylierung bei Sepsis nicht
als Pradiktor fur den Abfall der Thrombozytenzahl in den ersten drei Tagen nach

Diagnosestellung. Aufféllig zeigte sich zudem die teils inhomogene und breite Streuung
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unserer Lektin-Datensatze innerhalb der einzelnen Kohorten (einschlief3lich der Kontroll-
Kohorte). Diese Auffalligkeit lief3 sich vor dem Hintergrund, dass 80% der auf Thrombozyten
gebundenen Sialinsdure auf GPIb lokalisiert ist [69], nicht durch interindividuellen

Unterschiede der Menge exponierten GPlba auf der Thrombozytenoberflache erklaren.

Die biologischen Zusammenhange dieser Beobachtungen sind uns zum aktuellen Zeitpunkt
noch weitgehend unklar und signalisieren die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen. Zur
initialen Abklarung maoglicher methodisch-bedingter Ursachen fur die Diskrepanzen unserer
Beobachtungen erscheint die Messung der Lektinbindungen auf Thrombozyten vor und nach
experimentell-induzierter Desialylierung mittels exogen hinzugegebener Neuraminidase
sinnvoll. Zudem sollten Messungen mit einer weiteren Charge von Lektinen durchgefuhrt

werden, um eine reagenzienbedingte Ursache auszuschlielRen.

Zusammenfassend lasst sich auf Basis der vorliegenden Daten vermuten, dass die
Desialylierung bei Sepsis erniedrigte  Thrombozytenzahlen mitbedingen koénnte, aber
wahrscheinlich nicht der primare Mechanismus der Entstehung von Thrombozytopenien ist.
Gleichzeitig signalisieren unsere Ergebnisse den grofien Bedarf weiterer Studien, da die
Desialylierung von Thrombozyten bei Sepsis-Patient:innen bislang unseres Wissens nach nur
in einer weiteren Studie untersucht wurde. Li et al. malken RCA-I, ECA und sWGA bei 261
Sepsis-Patient:innen mit und ohne Thrombozytopenie und fanden bei Sepsis-Patient:innen mit
Thrombozytopenie fur alle drei Parameter erhdhte Werte als Hinweise auf eine vermehrte
Desialylierung [148]. Da die Autoriinnen nur die Lektinbindung zweier Sepsis-Kohorten
miteinander verglichen und keine Gesundspender-Kohorte einschlossen, lassen sich deren
Ergebnisse nur bedingt mit unseren Daten vergleichen, sind aber tendenziell im Einklang mit

unseren SNA-Daten.

In Anbetracht der Tatsache, dass nur manche Erreger Uber eigene Neuraminidasen verfigen
und diese sich wiederum zwischen den Erregern unterscheiden, erscheint es prinzipiell
sinnvoll, das Ausmaly der Desialylierung in Abhangigkeit der identifizierten Erreger zu
betrachten [75, 149, 150]. Die ausgepragte Heterogenitat der identifizierten Erreger in unseren
Patient:innen-Kohorte (Tabelle 14) in Kombination mit unserer relativ kleinen Kohortengréfie
erlaubte im Rahmen dieser Arbeit noch keine aussagekraftige erregerspezifische Auswertung
des Ausmal} der Desialylierung. Dies sollte jedoch zuklnftig bei Vorliegen groferer Kohorten

im Betracht gezogen werden.
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4.4 Starken und Limitationen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat zahlreiche Starken und Limitationen bezuglich des Studienaufbaus

und der verwendeten Methodik.

(1) Das gewahlte Studiendesign einer prospektiven kontrollierten Kohortenstudie, welches den
Verlauf der Kohorten longitudinal begleitet, ist bezlglich der vorliegenden Forschungs-
fragestellungen sehr aussagekraftig. Unsere Studienpopulation weist eine hohe
Reprasentativitat fur erwachsene Patient:innen mit schweren Infektionserkrankungen oder
Sepsis ohne hamatoonkologische Grunderkrankung auf, da sie ein breites und reprasentatives
Spektrum bezlglich ursachlicher Mikroorganismen, haufiger Komorbiditaten, Infektionsfoki
und Schweregraden der Krankheitsverlaufe abbildet. Die Krankenhausmortalitdt unserer
Sepsis-Kohorte ist mit 30% mit deutschlandweiten Werten vergleichbar [9]. Dennoch wird die
externe Validitat unserer Ergebnisse durch die kleinen Kohortengré3en und das unizentrische
Studiendesign eingeschrankt. Die vorliegenden KohortengréRen waren zudem maf3geblich an
der Auswahl der verwendeten statistischen Testverfahren beteiligt. Auf Basis unseres
Studiendesigns ware auch eine statistische Auswertung vieler Datensatze mittels
zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung denkbar. Dagegen sprach jedoch die
vorliegende Kombination aus kleinen Kohortengrdf3en, der uns a priori unbekannten Verteilung
unserer Stichproben aus der Grundgesamtheit, sowie zahlreiche a posteriori als nicht-

normalverteilt getesteten Datensatze.

(2) Das mittlere Lebensalter unserer Infektion- und Sepsis-Kohorte war logistisch bedingt
deutlich hoéher als das unserer Kontrollgruppe (69/70 Jahre vs. 29 Jahre). Der Einfluss des
Lebensalters auf die Thrombozytenreaktivitat ist aufgrund der begrenzten Anzahl existierender
umfanglicher Studien nicht abschlieffend geklart [151]. Davidzon-Castillo et al. konnten mittels
Durchflusszytometrie eine erhdhte Integrin allbB3-Aktivierung nach Agonistenzugabe bei
alteren Menschen (n=25; mittleres Alter 79.5 £ 8.8 Jahre) im Vergleich zu jungeren Menschen
(n=25; mittleres Alter 35 £ 5 Jahre) im Sinne einer Hyperreaktivitat im héheren Alter feststellen
[152]. Im Rahmen einer Subgruppenanalyse unserer Pilotstudie konnten wir keinen
Altersunterschied bezlglich der Thrombozytenreaktivitat feststellen, doch deren Aussagekraft
ist aufgrund der geringen Fallzahl (n=2) begrenzt. Diese Daten relativieren die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit mittels Durchflusszytometrie detektierte Hyporeaktivitat der Thrombozyten
bei Infektion und Sepsis jedoch nicht, sondern bestarken unsere Ergebnisse sogar. Eine altere
Kontrollgruppe hatte den Ergebnissen Davidzon-Castillo et al. zufolge tendenziell zu einer
noch hoheren Integrin-Aktivierung dieser gefiihrt und damit die Hyporeaktivitdt unserer
Infektion- und Sepsis-Kohorte in Relation noch weiter betont. Studien, die den Einfluss des

Lebensalters auf die Verschlusszeiten des PFA-100 untersuchten, zeigten fir altere
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Populationen beschleunigte Verschlusszeiten [153] oder keinen signifikanten Unterschied mit
einer Tendenz zu beschleunigten Verschlusszeiten [154]. Diese Daten bekraftigen die
Interpretation unserer PFA-200 Ergebnisse im Sinne einer mehrheitlichen Normoreaktivitat bei

Infektion und Sepsis.

(3) Bezuglich der Auswahl unserer Stichprobe ist durch die konsekutive Auswahl aller
gescreenten  Studienteilnehmer:innen anhand im Vorfeld festgelegter Ein- und
Ausschlusskriterien von einer hohen Objektivitat auszugehen. Gleiches gilt fur alle
verwendeten Verfahren und Assay, die entweder vollautomatisiert (PFA-200, Sysmex) oder
standardisiert nach Protokoll (Durchflusszytometrie) an jeweils dem gleichen Messgerat
erfolgten. Folglich kdnnen wir einen untersucher- und gerateabhangigen Einfluss auf unsere
Messergebnisse weitgehend ausschlielen. Auch eine systematische Beeinflussung der
Patient:innenpopulation durch die erforderliche Teilnahmeeinwilligung in Sinne eines selection
bias erscheint unwahrscheinlich. Bei den wenigen Patient.innen oder rechtlichen
Vertreter:innen, die eine Studienteilnahme ablehnten, lie3 sich keine zugrundeliegende

Systematik z.B. beziglich der Krankheitsschwere der Patient:innen erkennen.

(4) Die Thrombozytenfunktion nimmt bekanntlich mit zunehmendem zeitlichem Abstand
zwischen Blutentnahme und Testung ab. Um eine hohe Reliabilitat unserer Funktionsanalysen
zu gewabhrleisten und diese vergleichbar zu halten, fanden alle Messungen der
Thrombozytenfunktion innerhalb des im Forschungsfeld etablierten Zeitfensters von 0,5-4
Stunden nach Blutentnahme statt [123]. Dieser Umstand hatte zur Folge, dass Thrombozyten-
funktionsmessungen mittels Durchflusszytometrie aufgrund des zeitaufwendigen Prozederes
bei einem defekten Agonisten-Aliquot oder Puffersystem nicht wiederholt werden konnten. In
der Konsequenz ergaben sich einige nicht auswertbare Messdurchgange, die die statistische

Power unserer durchflusszytometrischen Thrombozytenfunktionsanalysen merklich verringert.

(5) Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann die durchflusszytometrisch analysierte
Thrombozytenreaktivitdt auf unterschiedliche Agonisten lediglich anhand der Integrin-
Aktivierung mittels PAC-1-Bindung beurteilt werden. Die Messung eines zweiten
Aktivierungsmarkers, P-Selektin, zur Quantifizierung der alpha-Degranulation war Teil unseres
Versuchsaufbaus. Aufgrund einer fehlerhaften gerateinternen Kompensationseinstellung des
Durchflusszytometers war der Datensatz retrospektiv nicht auswertbar. Allerdings
untersuchten wir bereits im Rahmen unserer Pilotstudie die Exposition von P-Selektin nach
Thrombozytenaktivierung bei Sepsis und fanden eine deutlich verringerte Exposition von P-

Selektin ebenfalls im Sinne einer Hyporeaktivitat.

(6) AbschlieRend kann der Einfluss einzelner Stérfaktoren auf die Funktion und den Phanotyp

der Thrombozyten unserer Studienkohorten nicht sicher ausgeschlossen werden. Grinde
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hierfir waren beispielsweise bislang unbekannte Einflisse von Komorbiditaten,
(intensivmedizinischen) Interventionen oder verschriecbener Medikamente auf die
Thrombozytenfunktion. Aus der Literatur bekannte potenzielle Stérfaktoren wurden im
Rahmen unserer Patient:inneneinschlusskriterien bericksichtigt. Zusatzlich wurde im Rahmen
unserer Pilotstudie der Einfluss gangiger Antibiotika auf die Thrombozytenfunktion untersucht
und kein Effekt festgestellt [120].

4.5 Ausblick & abschlieRende Bemerkungen

In dieser Dissertationsarbeit wurde gezeigt, dass die uns von Sepsis-Patient:innen bekannte
durchflusszytometrisch gemessene Thrombozyten-Hyporeaktivitat bereits bei hospitalisierten
Patient:innen mit Infektionserkrankungen (SOFA-Score <2) in abgeschwachtem Ausmalf}
nachgewiesen werden kann. Auf Basis unserer aktuellen Datenlage bleibt diese
Thrombozytendysfunktion damit weiterhin ein vielversprechender Kandidat fur einen neuen
Biomarker zur Sepsis-Friherkennung. Zusatzlich stellten wir bei der Analyse der
Thrombozytenfunktion unter arteriellen Flussbedingungen eine normale bis beschleunigte
Aggregation der Thrombozyten bei Sepsis fest. Dies veranschaulicht, dass Ergebnisse der
Thrombozytenfunktionsanalyse zwischen statischen und dynamischen Untersuchungs-

bedingungen variieren kdnnen und beide Methoden folglich komplementar erscheinen.

Die vorliegende Arbeit basiert auf dem Datensatz der ersten 25 erhobenen Patient:innen einer
fortlaufenden Studie mit einer geplanten Fallzahl von insgesamt 130 Patient:innen. Deren
Rekrutierung wird im weiteren Studienverlauf die externe Validitat unserer bisherigen
Ergebnisse durch eine groRere Fallzahl erhdhen und zur Beantwortung zahlreicher
Folgefragestellungen hilfreich sein. Einige der in dieser Arbeit angefuhrten Anschluss-
fragestellungen konnten im weiteren Studienverlauf bereits untersucht werden. Dem indirekten
Hinweis des Mepacrin-Beladungsdefizits bei Sepsis folgend, konnte mittels WM-TEM eine
reduzierte Anzahl an &-Granula bei Thrombozyten von Sepsis:Patient:innen morphologisch
nachgewiesen werden [155]. Ferner ergaben Flusskammerexperimente, dass Sepsis-
Thrombozyten unter vendsen Scherkraften (200s™) im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
tendenziell normwertige Aggregation aufwiesen, wahrend diese unter arteriellen Scherkraften
(1000s™) stark reduziert war. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu unseren PFA-200
Ergebnissen und der in dieser Arbeit aufgestellten Hypothese (Kapitel 4.1), dass Sepsis-
Thrombozyten bei hohen Scherraten mdglicherweise normoreaktiv und bei abnehmenden

Scherraten zunehmend hyporeaktiv sind.
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Einige Wochen nach Beendigung der Patient:.innenrekrutierung fir dieses Promotionsprojekt
kam es zum Ausbruch der COVID-19 Pandemie. In der Konsequenz wurde im weiteren
Studienverlauf zusatzlich als vierte Kohorte die Thrombozytenfunktion von hospitalisierten
Patient:innen mit COVID-19 untersucht, da im Pandemieverlauf schon friih eine erhohte
Inzidenz thromboembolischer Komplikationen bei COVID-19 auffiel [156]. Interessanterweise
konnte bei COVID-19 im Kontrast zu Sepsis unter arteriellen Scherraten eine uneinge-
schrankte Thrombozytenaggregation in der Flusskammer detektiert werden, die flir die hohe
Inzidenz thromboembolischer Ereignisse mitverantwortlich sein konnte und sich durch eine
aullerst niedrige Dosis eines klinisch etablierten GPIIb/llla-Inhibitors wie Tirofiban auf ein
ahnliches Aggregationsniveau wie bei Sepsis reduzieren liel3. Damit kdnnten unsere Studien-
ergebnisse kinftig zur klinische Entscheidungsfindung bei der Auswahl der medikamentésen

Thromboseprophylaxe mit dem besten Nutzen-Risiko-Verhaltnis bei COVID-19 beitragen.

Wahrend der Fokus dieser Promotionsarbeit auf einer moglichst umfassenden Beschreibung
der Funktion und des Phanotyps von Thrombozyten bei Sepsis und Infektion lag, sollte im
weiteren Studienverlauf zusatzlich die mechanistische Ursachenklarung der beschriebenen
Veranderungen der Thrombozytenfunktion adressiert werden. Einen ersten Schritt in diese
Richtung stellt die Durchfihrung von Koinkubationsexperimenten dar. Dabei werden
Thrombozyten von Gesundspender:innen isoliert, mit einem thrombozytenspezifischen Marker
markiert und anschlieend in Vollblut von Sepsis-Patient.innen (sowie als Kontroll-Reaktion
im Vollblut einer zweiten Gesundspender:in) inkubiert, deren Thrombozyten zuvor mit einem
zweiten  spezifischen  Antikdrper markiert wurden. AnschlieRend kénnen die
Thrombozytenreaktivitdt, &-Granula, Desialylierung und ggf. Rezeptorenausstattung der
Thrombozyten nach Standard-Protokoll mittels Durchflusszytometrie untersucht werden.
Lassen sich auf diese Weise die von Sepsis-Thrombozyten bekannten Veranderungen bei den
Thrombozyten von Gesundspender:innen induzieren, kann zur weiteren Differenzierung, ob
die ursachliche Komponente zelluldren oder plasmatischen Ursprungs ist, in einem zweiten
Schritt eine Koinkubation in PPP und ggf. PRP durchgefuhrt werden. Bezogen auf die
Thrombozytenreaktivitdt konnten wir in ersten Experimenten bereits zeigen, dass eine
Hyporeaktivitat in Thrombozyten von Gesundspender:innen durch Sepsis-Vollblut, nicht aber
durch Sepsis-PPP induzierbar war, was auf eine zellulare Ursache hinweist [120]. Folglich ist
es z.B. denkbar, dass Thrombozyten wahrend des inflammatorischen Geschehens durch Zell-
Zell-Kontakte teilaktiviert werden und in hyporeaktivem Zustand weiter im Blutstrom

zirkulieren.

Wie eingangs erwahnt, wird das heterogene Syndrom Sepsis zunehmend mit dem Ziel eines
individualisierteren klinischen Managements durch die Beschreibung klinischer Sepsis-

Phanotypen differenzierter betrachtet [7]. Mit dem Vorliegen eines grofieren Datensatzes zur
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Thrombozytenfunktion bei Sepsis kann zukinftige eine vergleichende Subgruppenanalyse der
Thrombozytenfunktion zwischen diesen Sepsis-Phanotypen erfolgen. Auch eine Ausweitung
unserer Forschungsfragestellungen auf padiatrische Patient:innen mit Sepsis sollte in der

Zukunft perspektivisch erwogen werden.

Motivation und Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit war es, die Diagnosestellung und
Therapie kunftiger Patient:innen mit schweren Infektionserkrankungen oder Sepsis durch ein
genaueres Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhange zu verbessern und
folglich zu einer Erhdhung deren Uberlebenswahrscheinlichkeit und Lebensqualitat

beizutragen.
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6 APPENDIX

6.1

Antibiotikatherapien

Tabelle 14: Mikrobiologische Erregernachweise und

Tabelle 14: Mikrobiologische Erregernachweise und Antibiotikatherapien.

Kohorte ID | Erreger (untersuchtes Material) | Antibiotikatherapie
101 | Enterococcus faecalis (Urinkultur) [ Ampicillin/Sulbactam 3g
102 | kein Nachweis keines
103 | kein Nachweis Metronidazol 500mg, Ceftriaxon 2g
104 | kein Nachweis g;arlthromycm 250mg, Ceftriaxon
Escherichia coli (Urin- &
105 | Blutkultur); Pseudomonas Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
aeruginosa (Urinkultur)
106 | kein Nachweis ;)gllarlthromycm 250mg, Ceftriaxon
Infektion | 107 | Escherichia coli (Blutkultur) Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
108 Pseudomonas aeruginosa Piperacillin/Tazobactam 4+0,59,
(Urinkultur) Cefazolin 2g
109 | kein Nachweis Ampicillin/Sulbactam 3g
Clarithromycin 500mg, Aciclovir
110 | Cytomegalievirus 400mg, Piperacillin/Tazobactam
4+0,59
, , Ampicillin/Sulbactam 3g,
111 | kein Nachweis Clarithromycin 500mg
112 Mykoplas_ma pneumgnlae, Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
Chlamydia pneumoniae
101 | Escherichia coli (Blutkultur) Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
Klebsiella pneumoniae . -
+
102 (Trachealsekret) Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
103 | Streptokokkus pneumoniae Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
: 104 Enterocgccus faecalis (Blutkultur Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
Sepsis und Aszites)
Staphylococcus epidermidis .
105 (Blutkultur) Meropenem 1g, Vancomycin 1mg/l
: : Meropenem 1g, Ciprofloxacin
106 | kein Nachweis 400mg, Linezolid 600mg
107 | kein Nachweis Meropenem 1g
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Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g,

108 | Rhinoviren; Enteroviren (Sputum) Clarithromycin 250mg
Escherichia coli (Urinkultur);

109 | Streptokokkus pneumoniae Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g
(Sputum)

. Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g,

Mykoplasma pneumoniae; . .

110 Chlamvdia pneumoniae Clarithromycin 250mg,

ydap Cotrimoxazol 960mg

Enterokokken (Urinkultur); -

11 Klebsiella pneumoniae (Sputum) Ampicillin/Sulbactam 3g

112 Rhinoviren und Enteroviren Clarithromycin 500mg,
(Rachenspuhlwasser) Ampicillin/Sulbactam 3g

113 | kein Nachweis Piperacillin/Tazobactam 4+0,5g




APPENDIX

6.2 Abbildung 21: Thrombozytenzahlen im Krankheitsverlauf
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Abbildung 21: Thrombozytenzahlen im Krankheitsverlauf.

Dargestellt ist die individuelle Entwicklung der Thrombozytenzahl jeder einzelnen Patient:in mit Infektion
(Inf) oder Sepsis (Sep). Durch Linien verbundene Messpunkte reprasentieren jeweils des Verlauf einer
Patient:in. Fette durchgezogene Linien sind Regressionsgeraden fiir die Kohorten Infektion (Y = 6,902*X
+217,8) und Sepsis (Y = 5,820*X + 156,3).
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Ausschrift

AA Arachidonic acid (Arachidonsaure)
ADAM A Disintegrin and Metalloproteinase
ADP Adenosindiphosphat

AMR Ashwell-Morell-Rezeptor

APC Allophycocyanin

ASS Acetylsalicylsaure

ATP Adenosintriphosphat

AUC Area under the curve

AUROC Area under the curve of the receiver-operating characteristics
BMI Body-Mass-Index

CD Cluster of differentiation

CLEC-2 C-type-lectin-like-2

COPD Chronische obstruktive Lungenerkrankung
COVID-19 Coronavirus Disease 2019

CRP C-reaktives Protein

CRP-X. Cross-linked Collagen-Related Peptide
CVVHDF Kontinuierliche veno-venose Hamodiafiltration
DAMP Damage Associated Molecular Pattern
DM Diabetes mellitus

ECA Erythrina Cristagalli Lectin

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EPI Epinephrin

EZM Extrazellularen Matrix

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FiO; Inspiratorische Sauerstoff-Fraktion
FITC Fluoresceinisothiocyanat

GCS Glasgow coma scale

geoMFI geometric mean fluorescence intensity
GIcNAc N-Acetylglucosamin

GP Glykoprotein

Hb Hamoglobin

ICU Intensive care unit (Intensivstation)

ID Identification

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

Inf Infektions-Kohorte
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IQR Interquartile range (Interquartilabstand)
ITAM Immunoreceptor Tyrosine Activating Motif
KOL Kollagen

Ktrl Kontrollgruppe

LTA Lichttransmissions-Aggregometrie

MAP Mean arterial pressure

MCH Mean corpuscular hemoglobin

MCV Mean corpuscular volume

MPV Mean platelet volume (Mittleres Thrombozytenvolumen)
n/v Nicht verfigbar

NETs Neutrophile extracellular traps

OCSs Open canalicular system

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern
PaO- Sauerstoff-Partialdruck

PAR1 Protease-activated receptor 1

PCT Procalcitonin

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein

PFA-200 Platelet Function Analyzer 200

PLA Platelet-leukocyte-aggregate

PPP Platelet poor plasma

PRP Platelet rich plasma

PRR Pattern Recognition Receptors (Mustererkennungsrezeptor)
PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1

gSOFA quick SOFA

RCA-I Ricinus Communis Agglutinin |

ROC Receiver-operating characteristics

rpm Rounds per minute

S Sekunden

SD Standard deviation (Standardabweichung)
Sep Sepsis-Kohorte

sGPVI I6sliche GPVI-Ektodomane

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
SNA Sambucus nigra Lectin

SOFA Sequential Organ Failure Assessment
SSC-A Side scatter area

sWGA Succinylated Wheat Germ Agglutinin

TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor



https://www.aatbio.com/resources/assaywise/2017-6-2/a-practical-guide-for-use-of-pe-and-apc-in-flow-cytometry
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/percp
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TPO Thrombopoetin

TR Thrombozytenreaktivitat

TRAP-6 Thrombin receptor activator peptide 6

TXA2 Thromboxan A2

UKW Universitatsklinikum Warzburg

viv Volume to volume

vWF von Willebrand Faktor

wiv Weight to volume

WM-TEM Whole mount-Transmissionselektronenmikroskopie
0-SPD O-Storage-Pool-Disorders
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