Aus dem Medizinischen Zentrum fiir Innere Medizin der
Philipps-Universitit Marburg
Klinik fiir Innere Medizin — Kardiologie

Direktor: Prof. Dr. B. Maisch

Zytokinanalyse in Perikardergiissen

Inaugural-Dissertation zur Erlangung

des Doktorgrades der gesamten Medizin
dem Fachbereich Medizin
der Philipps-Universitit Marburg

vorgelegt von

Alexander Wadlich

aus Neheim-Histen

Marburg 2005



Angenommen vom Fachbereich Medizin
der Philipps-Universitdt Marburg
am 24.02.2005

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs

Dekan: Prof. Dr. B. Maisch

Referent: Prof. Dr. B. Maisch
Korreferent: Prof. Dr. H. Renz



Meinen Eltern

gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1.1.
1.1.2.

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.

1.5.1.
1.5.2.
1.5.3.
1.54.
1.5.5.
1.5.6.
1.5.7.

1.6. Fragestellung

2. Patienten und Methode

2.1.1.
2.1.2.

7

1.1. Erkrankungen des Perikards und Perikarderguss 7
Anatomie und Physiologie 7

Atiologie 7

1.2. Diagnostik perikardialer Ergiisse 8
Konventionelle Verfahren 8
Perikardiozentese 9
Perikardioskopie 9
Untersuchung perikardialer Ergussfliissigkeit 9

1.3. Therapeutische Optionen bei persistierendem Perikarderguss 10
1.4. Immunpathogenese perimyokardialer Entziindungsreaktionen 11
1.5. Zytokine als Mediatoren immunologischer Reaktionen 12
Interleukin-1 12
Interleukin-2 und 16slicher Interleukin-2 Rezeptor alpha 13
Interleukin-6 13
Interleukin-8 14
Interleukin-10 14

Tumor Nekrose Faktor alpha 15
Interferon Gamma 15

16

18

2.1. Methodische Aufarbeitung der Perikardergiisse 18
Molekularbiologische Untersuchungen 18
Immunfluoreszenztest 19
Immunhistochemische Analysen 19

2.1.3.
2.1.4.

2.2. Verteilung und Zuordnung der Patienten

2.2.1.

Héamatologische, Histologische und Mikrobiologische Untersuchungen 19

Kontrollseren

2.3. Material

2.3.1.
2.3.2.

Gerite

Laborbedarf

20
22

23
23
23



Inhaltsverzeichnis

2.3.3. Probengewinnung und —verarbeitung 24
2.3.4. Bestimmung der Zytokine 24
2.3.5. Prinzip der Zytokinbestimmung 25
2.3.5.1.  Bestimmung von IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y und TNF-a. 25
2.3.5.2.  Bestimmung von IL-8 und IL-2 sRa 27
2.3.6. Untersuchungen zur Zytokinstabilitét 27
2.4. Statistische Auswertung der Ergebnisse 28
3. Ergebnisse 29
3.1. Untersuchungen zur Zytokinstabilitiit 29
3.2.  Gruppe 1: Patienten mit maligner Grunderkrankung 32
3.3.  Gruppe 2: Patienten mit infektioser Ergussitiologie 34
3.4. Gruppe 3: Patienten mit autoreaktivem/entziindlichem Perikarderguss 35
3.5. Weitere Patienten 37
3.6. Ergebnisse der Zytokinbestimmungen in Perikardergiissen und Seren 39
3.6.1. IL-lo Bestimmungen 40
3.6.2. IL-2 Bestimmungen 43
3.6.3. IL-6 Bestimmungen 46
3.6.4. IL-8 Bestimmungen 49
3.6.5. IL-10 Bestimmung 54
3.6.6. TNF-a Bestimmungen 57
3.6.7. IFN-y Bestimmungen 60
3.6.8. IL-2 sRa Bestimmungen 63
4.  Diskussion 67
4.1. Hintergrund 67
4.2. Diskussion der Methoden 68
4.2.1. Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) 68
4.2.2. Lagerungsstabilitit der Zytokine 68
4.3. Diskussion der Ergebnisse 69
4.3.1. Interleukin-la 70

4.3.2. Interleukin-2 71




Inhaltsverzeichnis

4.3.3. Interleukin-6
4.3.4. Interleukin-8
4.3.5. Interleukin-10
4.3.6. TNF-a

4.3.7. 1FN-y

438. IL-2sRa

4.4. Schlussfolgerung

72
73
73
74
75
76

78

78
81

85

87

4.4.1. Kategorisierungsversuch der Zytokinmuster bei Perikardergiissen 78
4.4.1.1. Pro- versus antiinflammatorische Zytokinantwort
4.4.1.2. ThO-, Thl- oder Th2-Antwort
5. Zusammenfassung
6. Literaturverzeichnis
7.  Anhang

7.1. Verzeichnis meiner akademischen Lehrer

7.2. Danksagung

99

99

99



1. Einleitung 7

1. Einleitung

1.1. Erkrankungen des Perikards und Perikarderguss

Eine Perikarditis bezeichnet isoliert oder sekundér auftretende Entziindungen des Herz-
beutels, wobei aus klinischer Sicht akute, chronische und chronisch-konstriktive For-
men abgegrenzt werden. Die Entziindung des Perikards kann als fibrindse oder exsuda-

tive Form oder als Hdmoperikard in Erscheinung treten.

1.1.1. Anatomie und Physiologie

Das menschliche Perikard besteht aus zwei verschiedenen Teilen, dem sog. viszeralen
Blatt, welches dem Herzmuskel unmittelbar anliegt, und dem parietalen, dufleren Blatt.
In beiden Teilen findet sich der fiir das Perikard typische, zweischichtige histologische
Aufbau mit einer dufleren, aus kollagenen und elastischen Fasern bestehenden Schicht
und einer inneren, zum Perikardlumen gerichteten serdsen Schicht, die durch Mesothel-
zellen gebildet wird. Im zwischen den beiden Perikardblittern verbleibenden Raum be-
finden sich physiologischerweise ca. 15 bis 50 ml einer klaren Fliissigkeit, einem Ultra-

filtrat des Blutplasmas (Gibson et al 1978).

1.1.2. Atiologie

Es gibt viele verschiedene Ursachen fiir Erkrankungen des Perikards und ebenso grof3
ist die Anzahl von Ursachen, die zu einem Perikarderguss fiihren. Es ist sinnvoll, diese
nach dtiologischen Gesichtspunkten zu klassifizieren. Die atiologische Klassifizierung
der Perikarditis mit konsekutivem Perikarderguss umfasst: infektiése Perikarditiden im
Rahmen viraler und bakterieller Infektionen sowie durch Pilze oder Parasiten, nicht-
infektiose Perikarditiden wie z.B. Perikarditis bei malignen Erkrankungen (priméire
oder sekundire Neoplasien des Perikards), bei Kollagenkrankheiten (z.B. Lupus ery-
thematodes disseminatus, rheumatoide Arthritis, Sklerodermie etc.), Perikarditis bei
Miterkrankung von Nachbarorganen (z.B. nach Myokardinfarkt, Myokarditis, Lungen-
erkrankungen, Osophaguserkrankungen), Perikarditis bei Stoffwechselerkrankungen
bzw. -entgleisungen (z.B. Urdmie bei Niereninsuffizienz, diabet. Ketoazidose, Myxodem,

Cholesterinperikarditis) sowie die traumatische Perikarditis (z.B. nach Thoraxtrauma,
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penetrierenden Verletzungen, Osophagusperforation, nach Bestrahlungen etc.) und Pe-
rikarditiden bei Uberempfindlichkeitsreaktionen oder Autoimmunerkrankungen (z.B.
Postmyokardinfarktsyndrom (Dressler-Syndrom) sowie das Postperikardiotomie-

syndrom nach thoraxchirurgischen Eingriffen).

Perikarditiden und Perikardergiisse treten, wie oben gezeigt, im Rahmen vieler ver-
schiedenen Grunderkrankungen auf, werden jedoch héufig in ihrer klinischen Sympto-
matik durch die Symptome der Grundkrankheit iiberdeckt und treten daher klinisch
nicht Erscheinung. Angaben iiber die Haufigkeiten von verschiedenen Formen der Peri-
karditis sind daher mit einiger Unsicherheit belastet. Fest steht jedoch, das eine Diskre-
panz zwischen der Haufigkeit klinisch diagnostizierter Perikarditiden (Diagnosestellung
bei ca. 0,1% bis 1% aller Patienten) und autoptisch gesicherten Perikarditiden besteht,
deren Haufigkeit im Sektionsgut mit 0,1% bis 12% angeben wird (Grunow et al 2000,
Karjalainen et al 1999, Salefsky 1974, Anand et al 1966).

1.2. Diagnostik perikardialer Erglisse

1.2.1. Konventionelle Verfahren

In der klinischen Routinediagnostik erfolgt der Nachweis und die Abschitzung der
GroBe perikardialer Ergilisse in der Regel durch die Echokardiographie, wobei sich die
von Horowitz et al 1974 vorgeschlagene Einteilung bewiéhrt hat. Bediente man sich in
der in Zeit vor der klinischen Einfiihrung der Echokardiographie noch indirekter Nach-
weismethoden perikardialer Ergiisse durch Auswertung konventioneller Rontgenthorax-
Aufnahmen wie z.B. von Holt 1947, Kremens 1955 und Torrance 1955 beschrieben, so
stehen heutzutage dem Untersucher neben Echokardiographie, Computertomographie
(CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) eine Vielzahl weiterer Methoden zur
Verfligung, die Ursache perikardialer Ergiisse zu kléren.

Durch Verbesserung der bildgebenden Verfahren und Einfiihrung molekularbiologi-
scher, immunologischer und immunhistochemischer Methoden konnte die Diagnostik

perikardialer Erkrankungen erheblich verbessert und erweitert werden.
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1.2.2. Perikardiozentese

Neue Techniken der Perikardiozentese ermoglichen einen sicheren Zugang zum Peri-
kard und erlauben eine fiir den Patienten risikoarme Entlastung eines perikardialen Er-
gusses. Die Punktion des Perikards erfolgt in Lokalandsthesie iiber verschiedene Zu-
gangswege wie z.B. liber einen subxiphoidalen oder auch parasternalen Zugang unter
Durchleuchtung, echokardiographischer (Tsang et al 1999) oder unter CT-gesteuerter
Kontrolle (Duvernoy et al 1996). Neue, alternative Moglichkeiten der Perikardiozentese
wie z.B. die tangentiale Punktion des Perikards unter Zuhilfenahme des epikardialen
Halophdnomens oder die Perikardpunktion iiber den rechten Ventrikel (Maisch et al
2000, Ristic et al 1999, Seferovic et al 1999) erweitern das Spektrum der zur Verfiigung
stehenden Methoden.

1.2.3. Perikardioskopie

In der Zeit vor der Einflihrung der Perikardioskopie in die klinische Diagnostik stand
nur dem Pathologen oder dem Chirurgen die Mdglichkeit der makroskopischen Be-
trachtung des Perikards offen. Erst die Perikardioskopie ermdglichte einen wenig inva-
siven Einblick in perikardiale und epikardiale Veranderung im Rahmen entziindlicher
oder maligner (peri)kardialer Erkrankungen und erlaubte erstmals eine gezielte Biopsie-
entnahme verdichtiger Lasionen unter visueller Kontrolle (Maisch et al 1991 und 1994,
Kondos et al 1986), wodurch der diagnostische Wert der Biopsien deutlich erhéht wur-
de (Seferovic et al 2000). Beziiglich der technischen Durchfiihrung der Perikardioskopie
und ihrer Weiterentwicklung sei an dieser Stelle auf die Arbeiten von Maisch et al

1991, 1994 und 2000 sowie von Seferovic et al 2000 verwiesen.

1.2.4. Untersuchung perikardialer Ergussflissigkeit

Bei Anwendung konventioneller zytologischer, mikrobiologischer und klinisch-
chemischer Untersuchungsverfahren perikardialer Ergiisse ist es bei weitem nicht in
allen Fillen moglich, eine spezifische Diagnose beziiglich der zugrundeliegenden er-
gussauslosenden Ursache zu stellen, wie grof3 angelegte Untersuchen von Permanyer-
Miralda et al 1985 zeigen. Durch erweiterte Mafinahmen konnte die diagnostische Wer-
tigkeit perikardialer Ergiisse und Biopsate verbessert werden. Durch molekularbiologi-

sche Methoden (Polymerasekettenreaktion, PCR) ist es moglich, Gensegmente eines
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spezifischen Erregers nachzuweisen, immunologische Methoden wie die Immunfluo-
reszenz zum Nachweis kardialer Autoantikdrper und immunhistochemische Methoden
zum Nachweis bestimmter zellmembrangebundener Epitope von Zellen des Immunsys-
tems verbessern das Verstindnis der Pathophysiologie, Pathogenese und Immunpatho-

logie perikardialer Entziindungsreaktionen (Maisch et al 1994 und 1999).

1.3. Therapeutische Optionen bei persistierendem Perikarderguss

Neoplastische und autoreaktive Perikarditiden gehen nicht selten mit Perikarderguss
und Perikardtamponade einher. Eine therapeutische Entlastung durch perkutane ultra-
schall- oder durchleuchtungskontrollierte Perikardpunktion wird in der Regel vom Pati-
enten gut toleriert und ist mit einem, auch fiir den schwer kranken Patienten, nur sehr
geringen Risiko behaftet (Tsang et al 1998 und 2000, Fagan 1999). Allerdings werden
nach der Ergusspunktion héufig Rezidive beobachtet, bei neoplastischen Erglissen in bis
zu 40% der Fille (Celermajer et al 1991, Vaitkus et al 1994, DeCamp et al 1997).

Die verbesserten diagnostischen Mdglichkeiten perikardialer Erkrankungen eroffnen

spezifische therapeutische Optionen.

Fiir neoplastische Perikardergiisse stehen im Wesentlichen drei alternative Vorgehens-

weisen zur Verfiigung:

e Perikardiozentese und intraperikardiale Instillation von Substanzen mit sklerosie-
render und zytostatischer Wirkung (z.B. Cisplatin, Thiotepa (Triethylenphosphor-
amid))

e Perkutane Ballonperikardiotomie Jeweils mit begleitender syste-

e Operative Perikardfensterung mischer Chemotherapie

Allgemeine Empfehlungen zur Therapie maligner Perikardergiisse existieren zur Zeit
nicht, jedoch scheint die Perikardiozentese mit anschlieBender intraperikardialer Medi-
kamenteninstillation ein flir den Patienten schonendes und effektives Verfahren mit ge-
ringer Rezidiv- und Komplikationsrate darzustellen. Eine Ubersicht zum Vorgehen bei
malignem Perikarderguss geben Martinoni et al 2000 und Maisch et al 1999 und 2000.
Die Wirksamkeit der Instillation von Cisplatin (Maisch et al 2002) und Thiotepa wird
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zur Zeit in einer randomisierten Studie der Taskforce on Pericardial Disease of the
World Heart Federation gepriift (NEPIN-Studie (NEPIN=neoplastic effusion and peri-

cardial instillation)).

Die Therapie von entziindlichen, autoreaktiven Perikarditiden und Perikardergiissen mit
antiinflammatorischen Substanzen wie NSAID (Nichtsteroidale Antiphlogistika wie
Diclofenac oder Ibuprofen), Colchicin und Kortikosteroiden wie Prednison oder Predni-
solon entspricht zwar der géngigen Praxis, kontrollierte, randomisierte Doppelblindstu-
dien fehlen jedoch bislang.

Die intraperikardiale Instillation von Kortikosteroiden wurde erstmals 1977 von Zeman
et al zur Therapie rheumatoider Perikardergiisse beschrieben.

Bei entziindlichen Perikarditiden scheint die Instillation von 1 g Triamcinolon fiir 24 h
nach Perikardiozentese ein wirkungsvoller Ansatz zu sein, da die lokale Kortikoidappli-
kation die Vorteile der einer hohen lokalen Dosis mit nur geringen bis fehlenden syste-
mischen Nebenwirkungen vereint. Eine Ubersicht hierzu geben die Arbeiten von
Maisch et al 1994, 1999, 2000 und 2002.

Die Wirksamkeit der intraperikardialen Triamcinolongabe im Rahmen von entziindli-
chen, autoreaktiven Perikarderglissen wird zur Zeit in einer randomisierten Studie der
Taskforce on Pericardial Disease of the World Heart Federation gepriift (TRIPE-Studie
(TRIPE= triamcinolone in pericardial effusion, Maisch et al 2000 und 2002)).

1.4. Immunpathogenese perimyokardialer Entziindungsreaktionen

Eine entscheidende pathogenetische Relevanz in der Entstehung perimyokardialer
Entziindungsreaktionen wird viralen Infektionen zugesprochen, die grofBite Rolle
scheinen hierbei Enteroviren, Adenoviren, Zytomegalieviren sowie Herpesviren zu
spielen (Pankuweit et al 2000). Zahlreiche Beobachtungen der letzten Jahre konnten
zeigen, daB3 die am myokardialen Gewebe beobachteten zytopathischen Effekte nicht
allein auf die virale Infektion selbst, sondern vor allem auch auf immunologische
Mechanismen zuriickzufiihren sind. Tierexperimentelle und klinische Untersuchungen
konnten zeigen, dal sowohl das humorale als auch das zelluldre Effektorsystem in
(auto)immunologische Mechanismen involviert sind und bei der Entstehung und

Progredienz perimyokardialer Entziindungen entscheidend beteiligt sind:
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Eine Beteiligung des humoralen Immunsystems konnte durch den Nachweis von Auto-
antikoérpern gegen verschiedene kardiale Antigene (Proteine des Zytoskeletts (z.B. My-
osin), zytoplasmatische (z.B. Stressproteine) und mitochondriale Proteine (z.B.
ADP/ATP-Carrier) sowie Membranproteine (z.B. B-Adrenozeptor, ACh-Rezeptor, Ca-
Kanal)) gezeigt werden. Eine Kreuzreaktivitdt zu viralen Epitopen wird bei vielen die-
ser Antikorper vermutet und ist fiir antisarkolemmale (ASA) und antimyolemmale An-

tikorper experimentell belegt (Maisch et al 1993).

Die Beteiligung des zelluldren Immunsystems konnte durch immunhistologische Unter-
suchungen von myokardialen und perikardialen Biospaten nachgewiesen werden: Die
Gewebeproben zeigten bei Patienten mit aktiver (Peri)myokarditis Infiltrationen ver-

schiedener T-Zell-Subklassen, NK-Zellen und Makrophagen.

1.5. Zytokine als Mediatoren immunologischer Reaktionen

Zytokine fungieren in allen Phasen immunologischer Reaktionen als Mediatoren sowohl
der angeborenen, unspezifischen als auch der spezifischen Immunantwort.

Inwieweit Zytokine an perikardialen Entziindungsreaktionen beteiligt sind, ist bisher
unklar. Um das diagnostische Repertoire und das Verstindnis der Pathogenese der Me-
chanismen perikardialer Erkrankungen weiter zu vertiefen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit die folgenden Zytokine in Perikarderguss und Serum verschiedener Patienten

bestimmt:

1.5.1. Interleukin-1

Interleukin-1 (IL-1) ist der Oberbegriff fiir die proinflammatorischen Zytokine IL-1a
und IL-1P, welche von verschiedenen Genen codiert werden (Webb et al 1986). 1L-1
spielt eine wichtige Rolle in der Beeinflussung der Funktionen des Immunsystems. Sti-
muli fir die Synthese bzw. Sekretion von IL-la und IL-1B sind verschiedenste im
Rahmen einer Entziindungsreaktion vorkommende Mechanismen, wie z.B. zirkulieren-
de Immunkomplexe, Komponenten des Komplementsystems, virale und bakterielle
Proteine (wie z.B. bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) (Dinarello 1991)). Ebenso sind
Zytokine wie IFN-y oder TNF-a in der Lage, die Interleukin-1 Synthese zu stimulieren
(Ucla et al 1990). Die wichtigste Quelle von IL-1 ist der aktivierte mononukledre Pha-
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gozyt, aber auch viele andere Zellen wie z.B. endotheliale Zellen (Nawroth et al 1986)
sind in der Lage, Interleukin-1 zu produzieren. Es wirkt auf Monozyten/Makrophagen,
T- und B-Lymphozyten und NK-Zellen. Bei Monozyten und Makrophagen stimuliert es
die Synthese von TNF und IL-6 (Navarro et al 1989), es aktiviert T-Zellen durch Induk-
tion einer vermehrten IL-2 und IL-2 sRa Expression (Kaye et al 1984). IL-1 induziert
mit Zytokinen wie IL-4 die Proliferation und Reifung von B-Zellen und steigert deren
Synthese von Immunglobulinen. In Synergismus mit anderen Zytokinen spielt IL-1 eine

entscheidende Rolle bei der Aktivierung von NK-Zellen.

1.5.2. Interleukin-2 und I&slicher Interleukin-2 Rezeptor alpha

Interleukin-2 (IL-2) ist ein pleiotropes Zytokin, welches primér von durch Mitogene
oder Antigene stimulierten T-Zellen produziert wird. Es stimuliert als auto- und pa-
rakriner Wachstumsfaktor die klonale Expansion antigenspezifischer T-Zellen (Morgan
et al 1976), die Proliferation und Differenzierung aktivierter B-Lymphozyten, fordert
Wachstum, Differenzierung und Verstirkung der zytotoxischen Potenz von Monozyten,
induziert das Wachstum von NK-Zellen und verstiarkt deren Produktion von Zytokinen
und ihr zytolytisches Potenzial (Goldsmith et al 1994).

Seine biologischen Wirkungen entfaltet IL-2 iiber den Interleukin-2 Rezeptor. Man
stellt sich den IL-2 Rezeptor Komplex als ein Trimer aus a-, 3- und y-Kette vor (7Teshi-
gawara et al 1987, Voss et al 1993), bei dem alle drei Ketten in Kontakt mit dem Li-
ganden (also IL-2) treten. Es konnte gezeigt werden, da3 Konzentrationen der 19slichen
Form der a-Kette des IL-2 Rezeptors (IL-2 sRa) mit dem Grad der B- und T-Zell-

Aktivierung und dem allgemeinen Zustand der Aktivitit des Immunsystems korrelieren.

1.5.3. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist neben IL-1 herausragendes Beispiel fiir ein pleiotropes Zytokin
(Kishimoto 1989), welches unter anderem von T-Zellen, Monozyten/Makrophagen,
Fibroblasten, Hepatozyten und endothelialen Zellen gebildet wird (Kishimoto 1989 und
1992). Die Regulation der IL-6-Produktion in diesen verschiedenen Zellen unterliegt
einer grofen Vielfalt von Signalen wie z.B. der Induktion durch antigene Stimulation,
Mitogenen, Lipopolysacchariden, IL-1, TNF-a und viralen Infektionen. Die Effekte auf

B-Zellen bestehen in der Stimulation der Differenzierung und der Sekretion von Anti-
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korpern (Hirano et al 1986); ebenso wirkt es auf T-Zellen als Co-Stimulator, welcher
die Produktion von IL-2 und die Expression des IL-2 Rezeptors steigert. IL-6 verstirkt
die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen in Anwesenheit von IL-2 oder IFN-y
(Lotz et al 1988). IL-6 stimuliert die Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Le-
ber und hat Kolonie-stimulierende Wirkung auf die Stammzellen des hdmatopoetischen
Systems (Akira et al 1993). Die Stimulation von Endothelzellen, Monozyten, Granulo-
zyten und Thrombozyten durch IL-6 (aber auch durch andere Zytokine wie IL-1, TNF-
o, IFN-y) bewirkt eine Expression von spezifischen Adhdsionsmolekiilen auf der Zell-

oberflache (Springer 1990, Ward et al 1994).

1.5.4. Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) gehort zu einer Subgruppe von Zytokinen, der Gruppe der Chemo-
kine und ist ein potenter chemotaktischer und aktivierender Faktor fiir neutrophile Leu-
kozyten (Matsushima et al 1989, Oppenheim 1991 et al) und besitzt ein groes Spekt-
rum proinflammatorischer Wirkungen. Viele verschiedene Zelltypen wie z.B. Monozy-
ten/Makrophagen, T-Zellen, Neutrophile, Fibroblasten und endotheliale Zellen sind in
der Lage, IL-8 als Reaktion auf eine Reihe verschiedener inflammatorischer Stimuli wie
IL-1, TNF-a und virale/bakterielle Infektionen zu bilden (Mukaida 2000, Baggiolini et
al 1997, Miller et al 1992). Es induziert die Expression der Zelladhidsionsmolekiile
CD11/CDI18 und verstirkt die Adhérenz von Neutrophilen an Endothelzellen und su-
bendothelialen Matrixproteinen (Oppenheim 1991 et al, Rot 1992).

1.5.5. Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) ist ein pleiotropes Zytokin, welches sowohl immunsuppressive
als auch immunstimulatorische Effekte auf viele verschiedene Zellen ausiiben kann. IL-
10 wird von Ty-Zellen (Mosmann 1991), einigen aktivierten B-Zellinien und aktivierten
Monozyten gebildet (Spits et al 1992). Es hemmt die Aktivierung und die Effektorfunk-
tionen von verschiedenen Subklassen von T-Lymphozyten, Monozyten und Makropha-
gen, wobei IL-10 in der Lage zu sein scheint, entziindliche Immunreaktionen zu limitie-
ren. Zusatzlich reguliert IL-10 das Zellwachstum und die Differenzierung von B-Zellen,
NK-Zellen, zytotoxischen und Ty-Zellen, dendritischen Zellen und Granulozyten (Moo-

re et al 2001). IL-10 ist ein potenter Modulator der Monozyten/Makrophagenfunktion.
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Es ist in der Lage, die Produktion einer Reihe proinflammatorischer Zytokine (TNF-a.,

IL-1, IL-6, IL-8 etc.) zu inhibieren (Fiorentiono et al 1991).

1.5.6. Tumor Nekrose Faktor alpha

Der Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a) wird unter anderem von aktivierten mono-
nukledren Phagozyten, Neutrophilen, aktivierten T- und B-Zellen, NK-Zellen und endo-
thelialen Zellen gebildet (Ruddle 1992, Vassalli 1992). Es erzeugt klinische Symptome
wie Fieber (zusammen mit IL-1), Gewichtsverlust, aktiviert das Gerinnungssystem und
supprimiert die Zellteilung von Stammzellen im Knochenmark. In hohen Konzentratio-
nen zeigt TNF-a eine deutlich negativ-inotrope Wirkung auf das Herz (Levine et al
1990, Kelly et al 1997) und reduziert Blutdruck und Gewebeperfusion. Es induziert die
Bildung von IL-6 und wirkt synergistisch mit IL-6 als Aktivator der Akute-Phase-
Proteine (Fibrinogen, CRP, Leukozyten-Elastase usw.) und der Komplementkaskade
(Bone 1996, Kjell et al 1990). TNF-o induziert auf Endothelzellen die Expression spezi-
fischer Adhésionsmolekiile (Springer 1990, Ward et al 1994).

1.5.7. Interferon Gamma

Interferon Gamma (IFN-y) wird von aktivierten Ty-Zellen und NK-Zellen nach Stimu-
lation durch Antigene und Zytokine wie IL-2 und IL-12 produziert und zeichnet sich
durch seine antiviralen und antiproliferativen Eigenschaften aus. IFN-y ist ein starker
Aktivator von mononukledren Phagozyten und stellt einen entscheidenden Mechanis-
mus der Makrophagenaktivierung durch T-Zellen dar, es erhdht die Expression von
MHC-Molekiilen der Klasse I und II auf vielen verschiedenen Zelltypen (Farrar et al
1993), fordert die Differenzierung von T- und B-Lymphozyten (Adolf 1985, Paul et al
1994), aktiviert neutrophile Granulozyten, zytotoxische T-Zellen und Endothelzellen
(Young et al 1995).
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1.6. Fragestellung

Das Immunsystem basiert auf komplexem Zusammenwirken inhibierender und stimu-
lierender Einfliisse. Uber das Vorhandensein von Zytokinen in perikardialer Ergussfliis-
sigkeit unterschiedlicher Genese ist bisher wenig bekannt, nur vereinzelt liegen Berichte
iiber deren Nachweis in Perikardergilissen vor (Shikama et al 2000, Mistchenko et al
1995).

Ziel dieser Arbeit war zu priifen, ob durch Bestimmung von IL-1a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-2 sRa, IFN-y und TNF-a in der Ergussfliissigkeit die diagnostischen Analyse-
moglichkeiten perikardialer Ergiisse erweitert werden und ob es insbesondere moglich
ist, durch Vorhandensein eines bestimmten Zytokinprofils auf die zugrundeliegende
ergussauslosende Ursache zu schlieflen.

Hier war von besonderer Bedeutung zu priifen, inwieweit sich bei einzelnen Ergussfor-
men Hinweise auf eine intraperikardiale lokale Zytokinproduktion ergeben, wie hoch
diese im Vergleich zum autologen Serum und zu Serumkontrollen ist und ob eine Zu-
ordnung zu klassischen immunologischen Reaktionstypen wie der ThO-, der Th1- und
der Th2-Antwort moglich ist. Einen Uberblick iiber die Zytokinproduktion in verschie-
denen T-Helfer-Zell-Subpopulationen gibt Abb. 1.6.1.

Makrophagen
—p| IL-2
IFN-y
~ T TNF-B
e

TNF-B

- IL-10
OO O

IL-10

IL-2 IL-2 IL-4, IL-13
IL-4 —»| L5
IL-5 IL-6

IL-10

IFN-y *

TNF B-Zellen
Eosinophile
Mastzellen

Abb. 1.6.1: Zytokinexpression in verschiedenen T-Helfer-Zellen: Th-V = Vorlduferzel-
len, APC=Antigen-prdsentierende Zellen (modifiziert nach Classen, Diehl, Kochsiek
2003)
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In Abb. 1.6.2 ist die systemische Wirkung von IL-1 und TNF als Schliisselzytokine von

Entziindungsreaktionen in verschiedenen Organsystemen dargestellt, u.a. ihre Effekte

auf das Herz.

Leber
Akute-Phase-
Proteine

ZNS
Fieber
Schlaf

Hormonproduktion

Herz
Aktivierung von
‘ Myozyten, Fibroblasten

Endothelzellen

Makrophagen
Zytokinproduktion
Zytotoxizitat

A

IL-1
TNF

A 4

Endothel — — |
Leukozytenadhasion
Proliferation
Zytokinsynthese

Fibroblasten w

Proliferation
Zytokinsynthese

("
apa
Y

Lymphozyten
B- & T-Zell-Aktivierung
MHC-Expression
Antigenprasentation

Neutrophile
Zytotoxizitat
Enzyminduktion

Abb. 1.6.2 Interleukin-1 und Tumor-Nekrose-Faktor als Schliisselzytokine der Entziin-

dungsreaktion in verschiedenen Organsystemen (modifiziert nach Classen, Diehl, Koch-

siek 2003)
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2. Patienten und Methode

21. Methodische Aufarbeitung der Perikarderglisse

Die Indikationen fiir eine Punktion des Perikardergusses waren das Vorhandensein von
Zeichen einer kardialen Tamponade sowie der echokardiographische Nachweis eines
Ergusses vom Typ C in der Echokardiographie (Ergussmenge >250ml, anteriore diasto-
lische Separation >20mm). Einzelheiten zum diagnostischen und therapeutischen Vor-
gehen bei perikardialen Ergiissen konnen in den Richtlinien der Taskforce fiir perikardi-
ale Erkrankungen der WHF (World Heart Federadtion) und der ESC Taskforce for the
Management of Pericardial Disease entnommen werden (Maisch et al 2004).

Im Rahmen der Punktion des Perikardergusses wurden bei 14 Patienten zusitzlich epi-
kardiale Biopsien entnommen. Endomyokardbiopsien wurden in 22 Féllen durchge-
fiihrt.

Die Biopsate und Punktate wurden anschlieBend mittels molekularbiologischer (Poly-
merasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis viraler/bakterieller DNA/RNA), immuno-
logischer und immunhistochemischer Methoden von Instituten der Universitit unter-

sucht. Folgende Untersuchungen wurden dabei durchgefiihrt:

2.1.1. Molekularbiologische Untersuchungen

Im kardiologisch-immunologischen Spezialroutinelabor der Universitit wurden alle
Perikardergiisse, Patientenseren und epikardiale/endomyokardiale Biopsien auf virale
bzw. bakterielle DNA/RNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) untersucht, um
eine eventuell vorliegende infektiose Genese des Perikardergusses aufzuspiiren. Es
wurde nach folgenden, fiir den jeweiligen Erreger spezifischen Gensegmenten gesucht
(Bowles et al 1986, Chapman et al 1990, Goodman et al 1991, Hufnagel et al 1997,
Mockenhaupt et al 1994, Piiparinen et al 1991, Schonian et al 1990):

1) Adenovirus: nachgewiesen wurde die Region ,,Hexon; Lange des PCR-Produktes:
308 bp

2) Zytomegalievirus (CMV): nachgewiesen wurde die Region ,,US10/11%, Liange des
PCR-Produktes: 360 bp

3) Enterovirus: nachgewiesen wurde die Region ,,5° NTR*, Lédnge des PCR-Produktes:
198 bp
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4) Herpes Simplex Virus (HSV): nachgewiesen wurde die Region ,,DNA Polymerase®,
Linge des PCR-Produktes: 229 bp
5) Borrelien: Nachweis der Region ,,Hexon®, Linge des Amplifikates: 337 bp

Bei allen Untersuchungen wurden parallel positive und negative Kontrollen fiir den je-

weiligen Erreger mit durchgefiihrt.

2.1.2. Immunfluoreszenztest

Alle Biopsate wurden mittels direkter und indirekter Immunfluoreszenz auf das Vor-
handensein  von antisarkolemmalen  Antikérpern  (ASA, durch  Antigen-
Antikorperbindung am Biopsat fixiert) und antimyolemmalen Antikérpern (AMLA, im
Perikarderguss und im Serum) untersucht. Einzelheiten zu dieser Technik kénnen den

Arbeiten von Maisch et al 1994 und 1995 entnommen werden.

2.1.3. Immunhistochemische Analysen

Die epikardialen und endomyokardialen Biopsate wurden, nachdem sie zu Sum diinnen
Schnitten weiterverarbeitet wurden, mit spezifischen Antikorpern auf Infiltration von
aktivierten B- und T-Zellen (CD2, CD3, CD4, CD8, CD45), Makrophagen (CDllc,
CD14) und Endothelzellen (EN4) untersucht. Ebenso wurde auf die Expression von
MHC Molekiilen der Klassen I und II (HLA-ABC, HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ) so-
wie von Zelladhdsionsmolekiilen in Form von ICAM-1 auf der Zelloberflache unter-

sucht (Hengstenberg et al 1991, Hufnagel et al 1991, Maisch et al 1995).

2.1.4. Hamatologische, Histologische und Mikrobiologische Untersuchungen

Sédmtliche Ergilisse und Biopsate wurden von der hdmatologischen Abteilung der Uni-
versitit auf das Vorhandensein maligner Zellen untersucht, ebenso wurden alle ent-
nommenen Gewebeteile feingeweblich durch konventionelle HE-Farbung im pathologi-
schen Institut der Universitdt beurteilt, eine kulturelle Analyse der Perikardergiisse er-

folgte im mikrobiologischen Institut der Universitit.
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2.2. \Verteilung und Zuordnung der Patienten

Die Untersuchung umfasste 48 Perikardergiisse und Seren von insgesamt 40 Patienten
des Universitdt-Klinikums Marburg im Zeitraum vom 5.1.1996 bis zum 11.8.1998 so-
wie 44 Kontrollseren klinisch gesunder Individuen, zur Verfiigung gestellt von der
Marburger Blutbank.

21 Patienten waren weiblichen Geschlechts, 19 Patienten waren Ménner. Das Durch-
schnittsalter betrug 55,4 + 21 Jahre. Der jiingste Patient mit Perikarderguss war zum
Punktionszeitpunkt 15 Jahre, der élteste 79 Jahre alt.

Wie bereits in der Einleitung geschildert, gibt es zahlreiche verschiedene perikard-
ergussauslosende Erkrankungen. Um eine Aussage iiber einen eventuell vorhandenen
Zusammenhang zwischen der zugrundeliegenden Ursache des Perikardergusses und
einem spezifischen Zytokinprofil machen zu kénnen, wurden die Patienten unter Be-
rlicksichtigung der klinischen Daten und Diagnosen und der Ergebnisse der zuvor be-
schriebenen molekularbiologischen, immunologischen und immunhistochemischen Un-
tersuchungen in Gruppen eingeteilt, wobei die folgende Einteilung verwendet wurde

(Maisch et al 1991, 1992, 1999 und 2002):

1. Gruppe: Patienten mit Perikarderguss verursacht durch eine maligne Grunder-
krankung, also Patienten, bei denen entweder der maligne Prozess direkt in das Peri-
kard infiltriert ist oder bei denen Metastasen im Perikard zum Auftreten des Ergusses
gefiihrt haben. Die Kriterien fiir die Zuordnung eines Patienten in diese Gruppe waren
der klinische Nachweis der malignen Erkrankung durch entsprechende diagnostische
MaBnahmen (z.B. Epikardbiopsie) und bildgebende Verfahren (CT, MRT, Echokardio-
gramm etc.) sowie ggf. der Nachweis maligner Zellen im Erguss (Zytologie).

Die Gruppe der Patienten mit maligner Grunderkrankung wurde in 2 Untergruppen
subdifferenziert:

Gruppe la: Patienten mit zytologisch und/oder bioptisch validiertem Perikardtumor
/metastase.

Gruppe 1b: Patienten mit maligner Grunderkrankung aber negativer Perikardergusszy-
tologie und/oder fehlendem bioptischen Tumor/Metastasennachweis.

Ferner erfolgte fir diese Subgruppen eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen
von solchen Patienten, bei denen eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war

(differentialdiagnostisch kdme hier eine radiogene Ergussgenese in Betracht) sowie von
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Patienten, bei denen eine intravendse Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion

durchgefiihrt wurde.

2. Gruppe: Patienten mit Perikarderguss, bei denen eine virale (Gruppe 2a) oder bak-
terielle Infektion (Gruppe 2b) zum Auftreten des Ergusses gefiihrt hat. Die Kriterien
fiir die Zuordnung eines Patienten in diese Gruppe war der kulturelle Erregernachweis
oder der Nachweis viraler oder bakterieller DNA/RNA durch PCR oder das Vorhanden-
sein eines stark erhohten IgM-Titers fiir ein kardiotropes Virus (Adeno-, Entero-, Zyto-
megalie-, Influenza-, Hepatitis-B-, Parvo B19- und Herpes-Simplex-Virus) im Perikar-

derguss.

3. Gruppe: Patienten mit Perikarderguss, bei denen eine autoreaktive bzw. entziindli-

che Genese der Perikardergussentstehung vorlag (Maisch et al 1991, 1992, 1999 und

2002). Patienten wurden dieser Gruppe zugeordnet, wenn

a) Lymphozyten den dominierenden Zelltyp (>50% der leukozytiren Zellen) in der
perikardialen Ergussfliissigkeit darstellten (Gruppe 3a: autoreaktiver lymphozytdrer
Typ) oder wenn sich

b) eine vorwiegend Antikorper-vermittelte Ergussgenese nachweisen lieB3 (Gruppe 3b:
B-Zell-vermittelter, ASA- und AMLA (vom IgA und IgG Subtyp) positiver Perikard-
erguss) und sich nur sehr wenige bis gar keine leukozytéren Zellen in der perikar-
dialen Ergussfliissigkeit nachweisen lieBen.

Eine infektiose oder maligne Genese oder eine Perikardergussbildung im Rahmen von

Stoffwechselentgleisungen/-erkrankungen (z.B. Urdmie, Kollagenosen etc.) war bei

Patienten dieser Subgruppen nicht nachweisbar.

Drei Patienten waren keiner der oben genannten Gruppen zuzuordnen: Ein Patient hatte
einen Perikarderguss traumatischer Genese nach einem Verkehrsunfall, ein weiterer
entwickelte einen dialyseassoziierten Perikarderguss und ein Dritter im Rahmen einer

Linksherzdekompensation.
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Tabelle 2.2-1 gibt eine Ubersicht iiber die zur Zuordnung der Patienten verwendeten

Kriterien und deren Verteilung in den einzelnen Gruppen.

Atiologie Anzahl der Patienten Kriterien flir die Zuordnung

Maligner Tumor/Metastasen 19 Zytologie, Tumornachweis

zyto-/histologisch positiv 10

zyto-/histologisch negativ 9

virale / bakterielle Infektion 5 Erregernachweis durch PCR

-Adenovirus 1 oder Kultur

-CMV 1

-Tuberkulose 1

-Borrelia Burgdorferi 1

-Staphylokokkus aureus 1

autoreaktiv / entziindlich 13 lymphozytérer Perikarderguss,
hohe ASA/AMLA Titer,

Ausschlul} anderer Ursachen

Tab. 2.2-1

2.2.1. Kontrollseren

Es wurden 44 verschiedene Kontrollseren klinisch gesunder Personen untersucht, wel-
che von der Marburger Blutbank zur Verfiigung gestellt wurden. Da die Bereitstellung
anonym erfolgte, war eine Einteilung hinsichtlich Geschlecht, Alter oder anderen

Merkmalen nicht moglich.
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2.3. Material

Zur Probenverarbeitung und Zytokinbestimmung wurden folgende Geréte und Materia-

lien verwendet:

2.3.1. Gerate

e Pipetten (Eppendorf, 0,5-10 ul, 10-100ul, 100-1000ul, 1000-5000pl)

e Multipetten (Eppendorf)

o ELISA-Reader und Drucker: Messungen an zwei verschiedenen Readern
a) Labinstruments Austria. EAR 340 AT, Epson-Drucker EX-800
b) Dynatec Microplate Reader MR5000/7000, Epson-Drucker EX-800

e Automatischer Microtiterplatten-Washer: SLT-Labintruments Austria

e Beckman Zentrifuge

e Riittler fiir Verdiinnungsschritte (Wilten)

2.3.2. Laborbedarf

e Combitips (Eppendorf)

e Pippettenspitzen (Eppendorf)

e Eppendorf Cups

e Kolben und Reagenzgefille

e ELISA-Kits der Firma R&D Systems, MN, U.S.A

¢ Quantikine™ Human IL-10a Immunoassay, Catalog Number DLAS50
e Quantikine™ Human IL-2 Immunoassay, Catalog Number D2050

¢ Quantikine™ Human IL-6 Immunoassay, Catalog Number D6050

¢ Quantikine™ Human IL-8 Immunoassay, Catalog Number D8050

¢ Quantikine™ Human IL-10 Immunoassay, Catalog Number D1000
e Quantikine™ Human IL-2 sRo. Immunoassay, Catalog Number DR2A00
¢ Quantikine™ Human IFN-y Immunoassay, Catalog Number DIF00

¢ Quantikine™ Human TNF-o Immunoassay, Catalog Number DTAS50
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2.3.3. Probengewinnung und —verarbeitung

Die mittels Perikardpunktion gewonnene Ergussfliissigkeit, freundlicherweise von Prof.
Maisch zur Verfiigung gestellt, wurde in Eppendorf-Réhrchen ohne Zusitze gefiillt und
anschlieend innerhalb von 5 min bei —80 °Celsius eingefroren und gelagert. Einige der
Proben wurden ein zweites Mal auf Eis aufgetaut, um Aliquote herzustellen. Um eine
Kontamination mit zelluldren Bestandteilen, die zu einer Ergebnisverfilschung fiihren
konnten, zu vermeiden, wurden alle Proben bei 4 °Celsius und 1000g fiir 10 Minuten
zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand abpipettiert.

Die Verarbeitung der Seren, sowohl die der Patienten als auch der Kontrollseren, ge-
wonnen durch periphere vendse Blutabnahme (beim Patientenkollektiv am Tag der Er-
gusspunktion), 30 miniitiger Gerinnung bei 4 °C und anschlieBendem Abpipettieren des
Serums, erfolgte analog.

Die Patientenseren wurden ebenfalls von Prof. Maisch zur Verfiigung gestellt, wihrend

die Seren der Kontrollgruppe von der Universititsblutbank Marburg stammten.

2.3.4. Bestimmung der Zytokine

Die Bestimmung der Zytokine erfolgte mittels kommerziell erhiltlicher Quantikine ™.-
Enzym-Immunoassays (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) fiir IL-1a, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-2 sRa, IFN-y und TNF-a der Firma R&D Systems, MN, U.S.A.
Der Messbereich der verschiedenen Assays fiir die einzelnen Zytokine lag fiir IL-1o bei
0,5-250 pg/ml, fiir IL-2 bei 7-2000 pg/ml, fiir IL-6 bei 0,7-300 pg/ml, fiir IL-8 bei 10-
2000 pg/ml, fiir IL-10 bei 1,5-500 pg/ml, fiir IL-2 sRa bei 6-5000 pg/ml, bei IFN-y zwi-
schen 3,0-1000 pg/ml und bei TNF-a zwischen 4,4-1000 pg/ml.

Sédmtliche Assays waren flir das jeweilige Zytokin spezifisch, eine Kreuzreaktion mit
anderen Zytokinen konnte laut Herstellerangaben nicht gezeigt werden. Alle Quantiki-
ne ™-Immunoassays haben einen Variationskoeffizienten bei Intra- und Interassay-
Genauigkeitsbestimmungen von unter 10% (ebenfalls Herstellerangaben).

Alle Messungen wurden in Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Alle ELISAs wurden gemdll den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, saémtliche zur
Durchfiihrung des ELISAs bendétigten Reagenzien lagen den Kits bei, wobei deren ex-
akte chemische Zusammensetzung nur dem Hersteller bekannt ist.

Die ELISAs wurden mit den ELISA-Readern der Firma SLT-Labinstruments Austria
(EAR 340 AT) und der Firma Dynatec (Microplate Reader MR5000/7000) gemessen.
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2.3.5. Prinzip der Zytokinbestimmung

Das Grundprinzip des ELISAs beruht auf einer Antigen-Antikorper Reaktion, bei der
ein monoklonaler, unmarkierter Antikérper in tragergebundener Form auf einer Mikro-
titerplatte vorliegt. Nach Zugabe des jeweiligen Zytokins (=Antigen) erfolgt eine spezi-
fische Antigen-Antikdrper Reaktion, wobei die Menge des gebundenen Antigens pro-
portional zu der Konzentration des in Ldsung befindlichen Antigens ist. Nach dem
Auswaschen der nicht gebundenen, freien Antigene erfolgt die Zugabe eines ebenfalls
fir das Antigen spezifischen, jedoch enzymgekoppelten, polyklonalen Antikorpers
(konjugiert an horseradish peroxidase, HRP), der nun seinerseits mit dem bereits ge-
bundenen Antigen reagiert (=Sandwich-ELISA). Nach Auswaschen des iiberschiissigen,
nicht gebundenen enzymmarkierten Antikorpers wird eine Substratlosung (Tetra-
methylbenzidin, TMB) zugegeben, die von dem Enzym zu einem farbigen Produkt um-
gesetzt wird. Nach einer definierten Reaktionszeit wird die Farbreaktion mit 1 molarer

Schwefelsdure (Stopplosung) gestoppt.
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Durch Mitfiihren einer Standardreihe mit definierter Antigenkonzentration und Mes-
sung der Extinktion 148t sich daraufhin durch Anwendung des Lambert-Beer-Gesetzes

die Konzentration in der eingesetzten Probe ermitteln.

2.3.5.1. Bestimmung von IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y und TNF-a

Das Prinzip der Durchfiihrung des Immunoassays war fiir IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10,
IFN-y und TNF-a vergleichbar, Unterschiede bestanden nur in den Konzentrationen der
Standardreihe (siehe Tabelle 2.3.5.1-1), den verwendeten Losungen und den Inkubati-
onszeiten. Exemplarisch sei an dieser Stelle nur der Arbeitsgang fiir den /L-/o Assay

dargestellt:
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Die Vorbereitung: Aufwéirmen aller Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur, Re-
konstituierung des IL-1a Standards mit 5 ml RD6C, wodurch eine Standardlésung mit
einer Konzentration von 250 pg/ml IL-1a entsteht. AnschlieBend Ansetzen einer Ver-
diinnungsreihe mit RD6C, wodurch man 6 Aliquote mit einer Konzentration von 125,
62.5, 31.2, 15.6, 7.8 und 3.9 pg/ml IL-1a erhélt. Als Negativkontrolle diente unver-
diinnte RD6C Losung, sodass man insgesamt 8 verschiedene Proben mit bekannter
Konzentration erhilt, die anschlieend als Standardreihe dienen.

Durchfiihrung:

50 ul RD1C in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettieren

Hinzufiigen von 200 pl Standard oder Probe in jedes Well

l 2 h bei RT inkubieren
3x mit je 400 pl Waschpufferlosung waschen
Hinzufiigen von 200 pl Anti IL-1a. HRP-Konjugat

l 2 h bei RT inkubieren

3x mit je 400 pl Waschpufferlosung waschen

l

Hinzufiigen von 200 pl Substratlosung (TMB)

l 20 min bei RT inkubieren

Hinzufiigen von 50 pul Stopplésung

Messung der Extinktion bei 450 nm innerhalb von 30 min
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Konzentration der Standardreihe (pg/ml)
IL-1a 250, 125, 62.5,31.2,15.6, 7.8, 3.9
IL-2 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5,31.2
IL-6 300, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12
IL-10 500, 250, 125, 62.5,31.2, 15.6, 7.8
IFN-y 1000, 500, 250, 125, 62.5,31.2, 15.6
TNF-a 1000, 500, 250, 125, 62.5,31.2, 15.6

Tab. 2.3.5.1-1: Konzentrationen der Standardreihen

2.3.5.2. Bestimmung von IL-8 und IL-2 sRa

Die Durchfiihrung der Immunoassays fiir IL-8 und IL-2 sRa unterschied sich in der
Durchfiihrung nur insofern von den anderen Assays, als das bei diesen ELISAs die
Standards (Konzentrationen siehe Tabelle 2.3.5.2-1) bzw. Proben und der enzymgekop-
pelte Antikorper direkt zusammen in die Wells pipettiert wurden, bei diesen Assays war

also ein Waschgang weniger erforderlich.

Konzentration der Standardreihe (pg/ml)

IL-8 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2

IL-2 sRa |5000, 2500, 1250, 625, 312, 156, 78.1

Tab. 2.3.5.2-1: Konzentrationen der Standardreihen fiir IL-8 und IL-2 sRo

2.3.6. Untersuchungen zur Zytokinstabilitat

Die Lagerung der Perikardergiisse und Seren erfolgte bis zur Zytokinbestimmung bei
-80 °Celsius. Zur Bestimmung der Zytokine mittels ELISA wurden die Ergiisse auf Eis
aufgetaut. Aus organisatorischen Griinden erfolgte die Zytokinbestimmung nach unter-
schiedlicher Lagerungszeit. Eine Beeinflussung der Zytokinkonzentration durch die
Lagerung wire somit denkbar. Eine Priifung der Lagerungsstabilitét erfolgte exempla-
risch fiir IL-6, IL-8, IL-10 und IL-2 sRa in einem zufillig ausgewahlten Perikarderguss

und Serum eines Patienten mit malignem Perikarderguss. Die Konzentrationen von IL-
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la, IL-2, IFN-y und TNF-a bewegten sich in diesen Proben am Rande der unteren
Nachweisgrenze.

Das Vorgehen bei diesem Versuch war Folgendes: Die frisch punktierte Ergussfliissig-
keit wurde entweder sofort (0 h), nach 4 Stunden (4 h), nach 12 Stunden (12 h) oder
nach 24 Stunden (24 h) nach Lagerung auf Eis bei -80 °C tiefgefroren, womit gepriift
werden sollte, ob zeitliche Verzogerungen bis zum definitiven Einfrieren bei -80 °C
eine Verdnderung der Zytokinkonzentration bewirken. Des Weiteren wurden die Proben
fiir eine unterschiedlich lange Dauer (1 Tag, 1 Woche und 1 Monat) bei -80 °C aufbe-
wahrt, um zu priifen, ob eine Lagerung der Proben bei -80 °C eine Auswirkung auf die

Zytokinkonzentration hat.

2.4. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte im Wesentlichen deskriptiv. Zur
grafischen Darstellung der Messergebnisse wurden Punkt-xy Diagramme verwandt, in
denen die Einzelwerte der jeweiligen Zytokinmessungen dargestellt wurden, ferner er-
folgte die Verwendung von Box-and-Whisker Plots, bei denen die horizontale Linie den
Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und der 75%-Perzentile be-
grenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markieren.

Der fiir die einzelnen Zytokine angegebene Referenzwert wurde durch die Berechnung
des 97,5 %-Quantils der Zytokinbestimmungen in den Kontrollseren festgelegt.

Zum Vergleich der Messwerte innerhalb einer (Sub-)Gruppe wurde der Wilcoxon-Test
angewandt. Vergleiche zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Testes durchgefiihrt.

Eine Fehlerwahrscheinlichkeit von weniger als 5 Prozent (p < 0,05) wurde als signifi-
kant gewertet.

Aufgrund der stark unterschiedlichen SubgruppengroBBen und der kleinen Fallzahlen
wurde auf Anwendung eines statistischen Tests bei Vergleichen zwischen den Sub-

gruppen verzichtet.

Als Statistiksoftware wurde SPSS fiir Microsoft Windows™, Version 7.5.2G, SPSS Inc,

benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1.  Untersuchungen zur Zytokinstabilitat

Wie bereits in Abschnitt 2.3.6 beschrieben, wurde die Lagerungsstabilitdt fiir [L-6, IL-8,
IL-10 und IL-2 sRa in einem zufillig ausgewéhlten Perikarderguss und Serum eines
Patienten mit malignem Perikarderguss bestimmt. Die Ergebnisse der Stabilitdtspriifung
konnen den Abbildungen 3.1-1 bis 3.1-4 entnommen werden.

Wesentliche Konzentrationsverluste, hervorgerufen durch eine Lagerung auf Eis oder
durch das Einfrieren/Lagern bei —80 °C konnten nicht beobachtet werden.

Die Bestimmung der Konzentrationen im Serum des gleichen Patienten (Daten nicht
graphisch dargestellt) erfolgten nach 4 wochiger Lagerung bei —80 °C, auch hier wurden

keine wesentlichen Abnahmen der Konzentrationen beobachtet.

Stabilitat von IL-6 im PE

2500

/j
‘\/\//

2000 r \l\// |

E =
o
o
1500
=€-nach 1 Tag
B nach 1 Wo
=&—nach 1 Mon
1000 T T T
0 h auf Eis 4 h auf Eis 12 h auf Eis 24 h auf Eis

Abb. 3.1-1: Stabilitit von IL-6 im Perikarderguss
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Stabilitat von IL-8 im PE
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Abb. 3.1-2: Stabilitit von IL-8 im Perikarderguss

Stabilitat von IL-10 im PE
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Abb. 3.1-3: Stabilitdt von IL-10 im Perikarderguss
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Stabilitat von IL2sRa im PE
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3.2. Gruppe 1: Patienten mit maligner Grunderkrankung

Diese Gruppe umfasste 19 Patienten, wobei bei drei Patienten der Perikarderguss ein
zweites mal punktiert wurde, sodass bei insgesamt 22 Perikardergiissen maligner Gene-
se eine Zytokinanalyse durchgefiihrt wurde.

Die durchschnittliche punktierte Ergussmenge betrug in dieser Gruppe ca. 622 ml & 338
ml. Eine eventuell vorliegende infektiose Genese des Perikardergusses konnte bei kei-
nem der Patienten gezeigt werden, kulturelle und molekularbiologische Erregernach-
weismethoden waren in allen Fillen negativ.

Die Gruppe der Patienten mit maligner Grunderkrankung wurde subdifferenziert in
Gruppe la, welche die Patienten mit zytologisch bzw. bioptisch gesicherter Perikardin-
filtration umfasst sowie in Gruppe 1b, die Patienten mit maligner Grunderkrankung
aber fehlendem zytologischen/bioptischen Tumornachweis einschlief3t.

Es erfolgte ferner fiir diese Subgruppen eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen
von solchen Patienten, bei denen eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war
sowie von Patienten, bei denen eine intravendse Chemotherapie zum Zeitpunkt der Er-

gusspunktion durchgefiihrt wurde.

Gruppe la umfasste insgesamt 10 Patienten, das Durchschnittsalter betrug 59 + 8,1
Jahre. Bei allen Patienten dieser Gruppe, wie auch in Gruppe 1b, wurden sekundire
Neoplasien des Perikards beobachtet. Bei 9 von 10 Patienten gelang der Nachweis ma-
ligner Zellen im Perikarderguss, bei einem Patienten gelang der definitive Tumorzell-
nachweis durch eine Epikardbiopsie (bei negativer Ergusszytologie). Ursdchlich fiir die
Perikardergussentstehung war bei 5 Patienten ein Bronchialkarzinom (3 Plattenepithel-
karzinome, 2 Adenokarzinome), bei 3 Patientinnen Metastasen eines Mammakarzi-
noms, bei 2 Patienten lag ein malignes Lymphom vor (1 Patient mit M.Hodgkin, 1 Pati-
ent mit Non-Hodgkin Lymphom), sieche Abbildung 3.2-1. Bei insgesamt 3 Patienten
wurde eine Epikardbiopsie vorgenommen, wobei bei der anschlieBenden histopatholo-
gischen Beurteilung in 2 Féllen der Verdacht auf eine maligne Perikardinfiltration ge-
duBert wurde (darunter ein Patient mit negativer Ergusszytologie, einer mit positiver
Ergusszytologie), in einem weiteren Fall fanden sich unspezifische entziindliche peri-
kardiale Infiltrationen im Sinne einer Perikarditis. Bei 5 Patienten wurde eine Endo-

myokardbiopsie durchgefiihrt, wobei bei keinem der Patienten eine entziindliche Myo-
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kardinfiltration i.S. einer akuten bzw. Borderline-Myokarditis gezeigt werden konnte.
Zu den diagnostischen Kriterien einer Myokarditis siehe Maisch et al 2000.

Bei einem Patienten dieser Gruppe wurde in der Vorgeschichte das Mediastinum be-
strahlt (Patient mit M.Hodgkin), sodass ein radiogener Erguss differentialdiagnostisch
in Frage kommt. Bei keinem der Patienten wurde in den Monaten vor bzw. zum Zeit-
punkt der Ergusspunktion eine intravendse Chemotherapie durchgefiihrt.

Lymphom
2/10

Bronchial-Ca
5/10

Mamma-Ca
3/10

Abb.3.2-1 Gruppe 1a, Patienten mit positivem Tumorzellnachweis

Gruppe 1b umfasste insgesamt 9 Patienten mit maligner Grunderkrankung. Bei allen
Patienten dieser Gruppe war die zugrundeliegende Tumorerkrankung weit fortgeschrit-
ten und bereits die Metastasierung in anderen Organen wie Lunge, Leber oder Knochen
nachgewiesen worden. Das Durchschnittsalter betrug 50,9 + 15,3 Jahre. 3 Patienten
waren an einem Bronchialkarzinom (2 mit Plattenepithelkarzinom, 1 mit Adenokarzi-
nom), 2 Patientinnen an einem Mammakarzinom, 2 Patienten an einem Hodgkin-
Lymphom erkrankt, bei einem Patienten lag ein infiltrativ wachsendes Osophagus-
Karzinom vor und bei einer Patientin lag ein metastasiertes Ovarial-Karzinom zugrun-
de. In 2 Fillen wurde eine Epikardbiopsie entnommen, wobei sich in der histopatholo-
gischen Untersuchung unspezifische entziindliche Infiltrate zeigten. In zwei weiteren
Féllen wurden Endomyokardbiopsien entnommen ohne histologischen Nachweis einer
Myokarditis.

Von den 9 Patienten dieser Gruppe sind 6 Patienten (67%) in der Vorgeschichte einer
Mediastinalbestrahlung unterzogen worden, eine radiogene Perikardergussgenese ist
somit differentialdiagnostisch zu diskutieren. Bei zwei Patienten dieser Subgruppe (also

fehlendem zytologischen/bioptischen Tumornachweis und Bestrahlung des Mediasti-
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nums in der Vorgeschichte) wurde zum Zeitpunkt der Punktion des Perikardergusses
eine intravendse Chemotherapie durchgefiihrt (bei einem Patienten mit Bronchialkarzi-
nom wurde eine Chemotherapie mit Mitomycin C, Ifosfamid und Cisplatin durchge-
filhrt, bei einer Patientin mit M.Hodgkin wurde das CEVD-Schema durchgefiihrt
(CCNU (Lomustin), Etoposid, Vindesin und Dexamethason).

Tabelle 3.3-1 gibt eine Ubersicht iiber die Daten der Patienten mit maligner Grunder-

krankung.

Ovarial-Ca
1/9

Bronchial-Ca
3/9

Osophagus-Ca
1/9

Lymphom
2/9

Mamma-Ca
2/9

Abb.3.2-2 Gruppe 1b, Patienten mit fehlendem Tumorzellnachweis

3.3. Gruppe 2: Patienten mit infektioser Ergussatiologie

Bei insgesamt 5 Patienten gelang es, einen spezifischen Erreger nachzuweisen. Ein Pa-
tient wurde zwei weitere Male perikardpunktiert, sodass aus dieser Gruppe insgesamt 7
Perikardergilisse zur Zytokinanalyse zur Verfiigung standen. Das Durchschnittsalter der
Patienten in dieser Gruppe betrug 55,6 + 8,8 Jahre, 2 der Patienten waren ménnlichen
Geschlechts. Im Durchschnitt wurden in dieser Gruppe ca. 375 + 250 ml Perikarderguss
punktiert. Maligne oder andere fiir den Erguss urséchliche Erkrankungen wurden bei
diesen Patienten ausgeschlossen.

Diese Gruppe wurde subdifferenziert in Gruppe 2a, die Patienten mit positivem Virus-
nachweis umfasst sowie in Gruppe 2b, die Patienten mit bakterieller Perikarditis ein-

schlief3t.
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Gruppe 2a: Bei zwei Patienten konnte eine virale Atiologie gezeigt werden, es wurde
Adenovirus- bzw. Zytomegalievirus-DNA in der PCR nachgewiesen. Da einer der Pati-
enten 2 weitere Male perikardpunktiert wurde, standen insgesamt 4 Ergiisse viraler Ati-
ologie zur Verfiigung. Bei beiden Patienten dieser Subgruppe wurde eine Endomyo-
kardbiopsie durchgefiihrt sowie zusitzlich im Rahmen der Ergusspunktion eine Epi-
kardbiopsie entnommen. In den Endomyokardbiopsien konnten keine Zellinfiltrationen
1.S. einer Myokarditis nachgewiesen werden, die Epikardbiopsien zeigten in beiden Fil-
len eine fibrindse, granulierende Perikarditis. Einer der vier Ergiisse war hdmorrhagisch,
immunzytologisch fand sich ein entziindliches Zellbild in Form von iiberwiegend

lymphozytéren Zellen in zwei der vier Ergiisse.

Gruppe 2b: In drei weiteren Fillen war eine bakterielle Infektion ursdchlich fiir den
Erguss (in je einem Fall positiver Nachweis von Tuberkulose bzw. Staph. Aureus in der
Kultur, in einem weiteren Fall Nachweis von B. Burgdorferi mittels PCR). Einer der
drei Ergilisse war hdmorrhagisch, zytologisch waren Granulozyten in allen Ergiissen der
dominierende Zelltyp. Bei zwei der drei Patienten wurde eine Endomyokardbiopsie
durchgefiihrt, eine Zellinfiltrationen i.S. einer Myokarditis konnte nicht nachgewiesen

werden. Epikardbiopsien wurden nicht entnommen.

Tabelle 3.3-1 gibt eine Ubersicht iiber die Daten der Patienten mit infektidser Ergussiiti-

ologie

3.4. Gruppe 3: Patienten mit autoreaktivem/entziindlichem Perikarder-

guss

Bei insgesamt 13 Patienten konnte weder ein bestimmter Erreger noch eine Tumorer-
krankung nachgewiesen werden. Andere Ursachen, z.B. metabolische oder systemische
Grunderkrankungen wie z.B. Kollagenosen wurden ausgeschlossen.

Das Durchschnittsalter der Patienten in dieser Gruppe betrug 56,1 + 16,9 Jahre, insge-
samt 7 Patienten waren mannlichen Geschlechts. Zwei Patienten wurden mehr als ein-
mal perikardpunktiert, sodass aus dieser Gruppe insgesamt 16 Perikardergiisse in die
Untersuchung eingingen. Im Durchschnitt wurden bei den Patienten dieser Gruppe ca.

450 £+ 218 ml Perikarderguss punktiert.
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Die Gruppe der Patienten mit autoreaktiv/entziindlichem Perikarderguss wurde subdif-
ferenziert in Gruppe 3a, welche die Patienten mit Perikardergiissen vom autoreaktiv
lymphozytiren Typ umfasst und Gruppe 3b mit Antikdrper-vermittelter Ergussgenese
(B-Zell-vermittelter, ASA- und AMLA (vom IgA und IgG Subtyp) positiver Perikar-

derguss).

Gruppe 3a umfasste insgesamt 12 Patienten, ein Patient wurde ein weiteres Mal peri-
kardpunktiert, sodass aus dieser Gruppe insgesamt 13 Perikardergiisse zur Zytokinana-
lyse zur Verfiigung standen. 4 der Ergiisse waren himorrhagisch, die restlichen waren
makroskopisch unauffillig. In allen 13 Perikardergiissen stellten Lymphozyten den do-
minierenden Zelltyp (>50% der leukozytéiren Zellen) dar.

In 10 Fillen wurde eine Endomyokardbiopsie durchgefiihrt, wobei sich in 4 Fillen in
der Immunhistologie eine Myokarditis zeigen lie. Im Rahmen der Perikardergusspunk-
tion wurde bei 6 Patienten (darunter 3 Patienten mit zusétzlicher Endomyokardbiopsie)
eine Epikardbiopsie entnommen, wobei in 5 Féllen die histopathologische Diagnose
einer fibrindsen, granulierenden Perikarditis gestellt wurde (2 davon mit bewiesener

Myokarditis).

Gruppe 3b: Dieser Gruppe lieB3 sich ein Patient zuordnen, dieser wurde zwei weitere
Male punktiert, sodass letztlich 3 Perikardergiisse autoreaktiv-humoraler Genese zur
Verfiigung standen. Die Perikardergiisse waren makroskopisch unauffillig. Sowohl in
den Perikardergiissen als auch im autologen Patientenserum zeigten sich deutlich posi-
tive Titer flir antimyolemmale Antikorper (AMLA) und antisarkolemmale Antikdrper
(ASA).

In der bei diesem Patienten durchgefiihrten Endomyokardbiopsie fanden sich keine In-
filtrationen 1.S. einer Myokarditis, eine Viruspersistenz konnte ebenfalls nicht nachge-
wiesen werden.

Im Rahmen der Perikardergusspunktion wurde bei diesem Patienten eine Epikardbi-
opsie entnommen, hier zeigte sich eine unspezifische fibrindse epi- und perikardiale
Entziindungsreaktion.

Tabelle 3.3-1 gibt eine Ubersicht iiber die Daten der Patienten mit autoreakti-

ver/entziindlicher Ergussitiologie.
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3.5. Weitere Patienten

Drei Patienten lieBen sich keiner der o.g. Gruppen zuordnen, die Ergebnisse der Zyto-
kinbestimmungen in Perikardergiissen und Seren werden daher im Folgenden gesondert

dargestellt.

Bei einem 80 jahrigen Patienten lag eine dialyseassoziierte Perikarditis vor, der Patient
wurde bereits seit mehreren Monaten hdmodialysiert. Hinweise auf eine infektiose oder
maligne Perikardergussgenese fanden sich nicht, Perikard- oder Endomyokardbiopsien

wurden bei diesem Patienten nicht entnommen.

Ein 24 jahriger Patient entwickelte unmittelbar (<24h) nach einem Verkehrsunfall einen
traumatischen hamorrhagischen Perikarderguss. Aufgrund der eindeutigen Ergussgene-
se wurde hier im Rahmen der bei diesem Patienten durchgefiihrten Linksherzkatheter-

untersuchung auf die Entnahme von Peri- oder Endomyokardbiopsien verzichtet.

Ferner entstand bei einem 74 jdhrigen Patienten der Perikarderguss im Rahmen einer
dekompensierten Linksherzinsuffizienz (Hydroperikard) bei hochgradig eingeschriankter
linksventrikuldrer Pumpfunktion (Ejektionsfraktion bei 20%) auf dem Boden einer ko-
ronaren Herzerkrankung. Hinweise auf eine infektiose oder maligne Perikardergussge-
nese fanden sich nicht, Perikard- oder Endomyokardbiopsien lagen von diesem Patien-

ten nicht vor.
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3.6. Ergebnisse der Zytokinbestimmungen in Perikardergiissen und Se-

ren

Zur Zytokinanalyse standen insgesamt 48 Perikardergiisse und Seren von 40 verschie-
denen Patienten zur Verfiigung. Es wurden 22 Ergiisse maligner Atiologie (Gruppe 1),
7 Ergiisse infektioser Atiologie (Gruppe 2) und 16 Ergiisse autoreaktiver/entziindlicher
Genese (Gruppe 3) untersucht. Drei Ergilisse konnten dtiologisch keiner der zuvor ge-
nannten Gruppen zugeordnet werden, die Ergebnisse der Zytokinanalyse dieser Ergiisse
werden daher im Folgenden gesondert dargestellt.

Wie zuvor geschildert wurden die Perikardergiisse beziiglich Threr Atiologie in weitere
Subgruppen unterteilt: Bei Patienten mit maligner Grunderkrankung wurden die Ergeb-
nisse der Zytokinanalysen in eine Gruppe mit zytologisch bzw. bioptisch gesicherter
Perikardinfiltration sowie in eine Gruppe mit maligner Grunderkrankung aber fehlen-
dem zytologischen/bioptischen Tumornachweis eingeteilt. Ferner erfolgte fiir diese
Subgruppen eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei
denen eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war (differentialdiagnostisch
kame hier eine radiogene Ergussgenese in Betracht) sowie von Patienten, bei denen eine
intravendse Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion durchgefiihrt wurde.

Die Patienten der Gruppe mit infektioser Ergussdtiologie wurde in eine Subgruppe mit
viraler Ergussitiologie sowie in eine mit bakterieller Ergussitiologie unterteilt.

Die Patienten mit Perikarderguss, bei denen eine autoreaktive bzw. entziindliche Genese
der Perikardergussentstehung vorlag, wurden unterteilt in Patienten mit lympho-
/monozytdrem Perikarderguss (autoreaktiver lymphozytirer Typ) sowie in Antikorper-
vermittelte Perikardergilisse (B-Zell-vermittelter, ASA- und AMLA (vom IgA und IgG
Subtyp) positiver Perikarderguss).

Als Kontrollgruppe dienten 44 Seren klinisch gesunder Individuen der Marburger Blut-
bank.
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3.6.1. IL-1a Bestimmungen

Die Ergebnisse der IL-1a Bestimmungen der oben beschriebenen Subgruppen in Peri-
kardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.1-1, dargestellt als
Mediane, in Klammern die Quartile X5 und Xo 7s.

Der Referenzwert fiir IL-1a, bestimmt durch Berechnung des 97,5%-Quantils der

Messwerte der Kontrollgruppe, liegt bei 5,0 pg/ml.

Maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich
n=22 n=7 n=16
zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zellular humoral
positiv negativ
(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IL-1a im PE 5(1,5;7) 6(4; 8) 7(4,5;8) |6(5,514,5) |4(0;7) 3(1,5;3.5)
(pg/ml)
X (Xo,25; X0,75)
IL-1o im Serum | 3,5 (0; 5) 54;5) 6,5 (4,5; 10 (8; 14) 0(0;525) (2(1;2,5)
(pg/ml) 7,5)
X (Xo,25; X0,75)

Tab. 3.6.1-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen

In folgender Tabelle 3.6.1-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Erglisse zusitz-
lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio & i.v.
(n=10) (n=1) (n=4) (n=7) Chemotherapie
(n=2)
IL-1a im PE |5 (0,75; 6,75) 19,0 6 (3,5; 8,5) 64,57 3(1,5;4,5)
(pg/ml)
X (Xo,25; X0,75)
IL-1o im 4(0;5) 0,0 5(2,5;5,5) 5(4,25;5) 2,5(1,25; 3,75)
Serum
(pg/ml)
X (Xo2s. Xo.75)

Tab. 3.6.1-2 Ergebnisse der Zytokinanalyse der Subgruppe maligner Ergiisse = Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion
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Fiir statische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusammen-

gefasst, wie Tabelle 3.6.1-3 zu entnehmen ist.

maligne infektios  autoreaktiv/ Kontrollen
n=22 n=7 entzu_ndllch =44
n=16

IL-lo im PE (pgml) 5.5 (3,25, 7,75)* 6(5,5,8)% 3.5 (0; 5,5)%

X (Xo,25; X0.75)

IL-1oe im Serum (pg/ml) 5(0; 5)* 7 (65 9,5)* 0(0;4,5) 0(0;3)
X (Xo,25; X0.75)

Tab. 3.6.1-3
* p <0,05 gegeniiber Kontrollwerten

In der Gruppe der Patienten mit maligner Grunderkrankung (Gruppe 1) lieen sich
statistisch bedeutsame Unterschiede fiir die IL-1o Konzentrationen im Perikarderguss
als auch Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen (p<0,05). Es zeigt sich ferner
ein Trend zu hoheren IL-1oc Werten im Perikarderguss im Vergleich zum autologen
Serum.

Bei den Patienten mit infektioser Ergussétiologie (Gruppe 2) sind die IL-1a Konzent-
rationen im Perikarderguss und Serum signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht.
Bei den Patienten mit autoreaktivem/entziindlichem Perikarderguss zeigen die IL-1a
Werte in der Ergussfliissigkeit zwar einen signifikanten (p<0,05) Unterschied zur Kon-
trollgruppe, sie liegen jedoch im Median ebenso wie die Serumwerte innerhalb des Re-
ferenzbereiches.

Statistisch bedeutsame Unterschiede zwischen den in Perikarderguss und Serum gemes-
senen Werten innerhalb der einzelnen Gruppen sowie zwischen Perikardergiissen bzw.
Seren zwischen den einzelnen Gruppen bestehen nicht.

Die IL-1a Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in Abbildung
3.6.1-1 dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.1-3, wobei die
horizontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und
der 75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markie-

ren.
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Abb.3.6.1-1: IL-10. in Perikarderguss und Serum

Bei Betrachtung der Abbildung 3.6.1-1 fallen die mit 1-3 bezifferten Extremwerte aus
dem Bereich der 95. Perzentile deutlich heraus. Diese sollen im Folgenden durch klini-
sche Daten kommentiert werden:

Ad 1: 53 jéhrige Patientin mit malignem PE bei duktalem Mamma CA Stadium IIIb,
Z.n. 1.V. Chemotherapie nach dem FEC-Schema vor 1 Jahr (Polychemotherapie mit 5-
Fluorouracil, Epirubicin, Cyclophosphamid), maligner Pleuraerguss, Z.n. Thoraxwand-
Radiatio vor 1 Jahr wegen Metastasen

Ad 2: 62 jahrige Patientin, maligner PE mit Tamponade bei M. Hodgkin (nodulér-
sklerosierender Typ) Stadium IV (Ann-Arbor-Klassifikation), Z.n. Mediastinalbestrah-
lung vor 8 Monaten, zum Zeitpunkt/in den Wochen vor der Ergusspunktion keine Che-
motherapie

Ad 3: 74 jahrige Patientin mit PE bei bakterieller Perimyokarditis bei Tricuspidalklap-
penendokarditis (Keim: Staph.aureus), Sepsis, akutes Nierenversagen

In Tabelle 3.6.1-4 sind ergénzend die Ergebnisse der Zytokinanalysen der unter Punkt
3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgruppen nicht zuordnen lieBen, ta-

bellarisch dargestellt.
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Dialyseassozi- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
iert zienz n=44
IL-1a im Peri- 6 7 4
karderguss
(pg/ml)
IL-1a im Serum 3 5 0 0(0;3)
(pg/ml)

Tab. 3.6.1-4

3.6.2. IL-2 Bestimmungen

Die Ergebnisse der IL-2 Bestimmungen der oben beschriebenen Subgruppen in Peri-
kardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.2-1, dargestellt als
Mediane, in Klammern die Quartile X5 und X 7s.

Der aus den Zytokinanalysen der Kontrollgruppe errechnete Referenzwert lag bei 77

pg/ml.
maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich
n=22 n=7 n=16
zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zellulér humoral
positiv negativ
(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IL-2 im PE 5(0; 18) 11(0;24,5) |12(4,75; [26(14,5;32) [18(0;32) |12 (6;15)
(pg/ml) 25,25)
X (Xo,25; Xo0,75)
IL-2 im Serum |3 (0; 14) 0(0;6) 12 (4,5; 36 (18; 40) 10 (0;38) [12(6;13)
(pg/ml) 25,25)
X (Xo,25; Xo0,75)

Tab. 3.6.2-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen

In folgender Tabelle 3.6.2-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Erglisse zusitz-
lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).
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maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine | negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio & i.V.
(n=10) (n=1) (n=4) (n=7) Chemotherapie
(n=2)
IL-2 im PE 3 (0; 20,75) 14,0 22,5 (12,5; 11 (0; 8,5) 31 (15,5; 46,5)
(pg/ml) 34,25)
X (Xo25; X0,75)
IL-2 im Se- 0(0;17,5) 9,0 1(0,5;21) 0(0;4,5) 34 (20; 48)
rum (pg/ml)
X (Xo25; X0,75)

Tab. 3.6.2-2 Ergebnisse der Zytokinanalyse der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion

Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-
mengefasst, wie Tabelle 3.6.2-3 zu entnehmen ist. Statistisch bedeutsame Unterschiede
zwischen Mess- und Kontrollwerten sowie innerhalb und zwischen den einzelnen Grup-
pen konnten nicht gezeigt werden. Keine der gemessenen IL-2 Konzentrationen lag

oberhalb des Referenzwertes von 77 pg/ml.

maligne infektios autoreaktiv/  Kontrollen
n=22 =7 entziindlich =44
n=16
IL-2 im PE (pg/ml) 8(0;20,75) 18(4,5;32) 15(0;31,25)
X (Xo,25, Xo,75)
IL-2 im Serum (pg/ml) 0(0;9) 18 (3; 40) 12 (0; 29) 3(0;47)

X (Xo,25: Xo0,75)

Tab. 3.6.2-3

Eine vergleichende Darstellung der gemessenen IL-2 Werte zeigt Abbildung 3.6.2-1.
Die Box-Plots entsprechen den Werten aus 7ab. 3.6.2-3, wobei die horizontale Linie
den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und der 75%-Perzentile

begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markieren.
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Abb.3.6.2-1: IL-2 in Perikarderguss und Serum

In Tabelle 3.6.2-4 sind ergdnzend die Ergebnisse der Zytokinanalysen der unter Punkt

3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgruppen nicht zuordnen lielen, ta-

bellarisch aufgefiihrt.
Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
IL-2 im Perikarderguss 0 6 18
(pg/ml)
IL-2 im Serum (pg/ml) 0 5 11 3 (0; 47)

Tab. 3.6.2-4



3. Ergebnisse 46

3.6.3. IL-6 Bestimmungen

Die Ergebnisse der IL-6 Bestimmungen der oben beschriebenen Subgruppen in Peri-
kardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.3-1, dargestellt als
Mediane, in Klammern die Quartile X5 und X 7s.

Der Referenzwert fiir IL-6 lag bei 7,75 pg/ml.

maligne infektios autoreaktiv/ entzlindlich

n=22 n=7 n=16

zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zellulér humoral

positiv negativ

(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IL-6 im PE 2060 (1731; | 1191 (895,5; |1234,5 2790 (1645; | 1582 (621; | 1350
(pg/ml) 3017)F 2516,5)t (381;2329) | 3270) 1702) § (1036;
X (Xo25, X0,75) 1785)
IL-6 im Serum | 53,5 (11,25; |18 (6;96) 38,5 167 (83,5; 18 (11,25; |1(0,5;
(pg/ml) 107,25) (26,25; 2484,5) 56,5) 102,5)
X (Xo,25, X0,75) 56,25)

Tab. 3.6.3-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

In folgender Tabelle 3.6.3-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Ergiisse zusitz-
lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine | negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio & i.v.
(n=10) (n=1) (n=4) (n=7) Chemotherapie
(n=2)
IL-6 im PE 2197,5 (1644; |1923,00 405 (17,25; 1191 (1177,5; 1854 (1426,5;
(pg/ml) 3136,5) 1001,75) 2668) 2281,5)
X (Xo2s, X0,75)
IL-6 im Se- 27 (6; 81) 129,00 6(3;12) 18 (26,25;96) | 85,5 (80,25;
rum (pg/ml) 90,75)
X (Xo2s, X0,75)

Tab. 3.6.3-2 Ergebnisse der Zytokinanalysen der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion
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Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-

mengefasst. Die Ergebnisse der IL-6 Messungen finden sich in Tabelle 3.6.3-3 zusam-

mengefasst.
maligne infektios autoreaktiv/  Kontrollen
=22 =7 entzu_ndllch n=44
n=16
IL-6 im PE (pg/ml) 1941 (1047; 1980 (494,5; 1579,5 (696,75;
X (Xo.2s: Xo0.75) 2685)* 3083)* 1776)*
IL-6 im Serum 27 (6; 96)* 42 (17,5; 18 (5; 62)* 0 (0; 2,5)
(pg/ml/ml) 133)*

X (Xo,25: Xo0,75)

Tab. 3.6.3-3
*p < 0,05 gegeniiber Kontrolle

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

Die Messungen von IL-6 ergaben folgendes Bild: Die Gruppe der Patienten mit malig-
nem Perikarderguss zeigten im Perikarderguss hohe IL-6 Werte, wobei diese statistisch
signifikant erhoht waren gegeniiber dem Serumwert (p < 0,001). Sowohl die im Serum
als auch die im Erguss gemessenen Konzentrationen waren statistisch signifikant erhoht
gegeniiber der Kontrollgruppe (p < 0,001).

In der Gruppe der Patienten mit infektiosem Erguss lieen sich statistisch bedeutsame
Unterschiede zwischen Perikarderguss und Serum nicht zeigen (wobei jedoch bei Be-
trachtung der Subgruppen auffillt, dafl die viralen Ergilisse im Gegensatz zu den bakte-
riellen Ergiissen relativ gesehen hohere IL-6 Konzentrationen im Perikarderguss als im
autologen Serum aufwiesen). Sowohl die IL-6 Konzentrationen im Peri-karderguss als
auch die im Serum sind gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhoht (p < 0,001
beim Vergleich von Perikarderguss und Kontrollgruppe bzw. p < 0,05 beim Vergleich
von Serum und Kontrollgruppe).

Bei den Patienten mit autoreaktivem/entziindlichem Perikarderguss zeigten sich wie
in der Gruppe der Patienten mit malignem Erguss die Konzentrationen von IL-6 im Pe-

rikarderguss statistisch signifikant gegeniiber denen im Serum erhéht (p < 0,001). So-
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wohl die im Perikarderguss als auch die im Serum gemessenen IL-6 Werte lagen statis-
tisch signifikant {iber den Kontrollwerten (p < 0,001).

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den IL-6 Spiegeln der Perikardergiisse
bzw. Seren der einzelnen Gruppen konnten nicht nachgewiesen werden.

Die IL-6 Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in Abbildung 3.6.3-
I dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.3-3, wobei die hori-
zontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und der

75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markieren.
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Abb. 3.6.3-1: graphische Ubersicht iiber die gemessenen IL-6 Konzentrationen

Die in der Abbildung 3.6.3-1 mit 1-4 bezifferten Extremwerte fallen aus dem Bereich
der 95. Perzentile deutlich heraus. Diese sollen im Folgenden durch klinische Daten
kommentiert werden:

Ad I: 2 Patienten, 59 und 63 Jahre alt (einer wurde ein zweites mal punktiert), mit me-
tastasiertem Bronchial-CA (Plattenepithel- und Adeno-CA im Stadium IIIb bzw. IV),
beide bis zum Zeitpunkt der Ergusspunktion (noch) nicht mediastinalbestrahlt, zum
Zeitpunkt/in den Wochen vor der Ergusspunktion keine i.v. Chemotherapie (Chemothe-
rapiebeginn geplant)

Ad 2: 54 jahriger Patient mit positivem Virusnachweis in der PCR (Zytomegalievirus)
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Ad 3: 45 jdhriger Patient im Rahmen einer Landouzy-Sepsis mit perikardialer Beteili-
gung verstorben

Ad 4: 72 jdhrige Patientin, fibrindse Perikarditis, fibrin- und lymphozytenreicher PE,
AMLAs im Perikarderguss negativ, ASAs im Perikarderguss positiv

In Tabelle 3.6.3-4 sind erginzend die Ergebnisse der Zytokinanalysen der unter A4b-
schnitt 3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgruppen nicht zuordnen lie-

Ben, aufgefiihrt.

Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
IL-6 im Perikarderguss 963 1347 1158
(pg/ml)
IL-6 im Serum (pg/ml) 78 18 25 0 (0; 2,5)

Tab. 3.6.3-4

3.6.4. IL-8 Bestimmungen

Die Ergebnisse der IL-8 Bestimmungen der unter Abschnitt 3.2ff beschriebenen Sub-
gruppen in Perikardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.4-1,
dargestellt als Mediane, in Klammern die Quartile X5 und Xo 7s.

In der Kontrollgruppe lieB sich IL-8 nicht nachweisen, der Referenzwert lag dement-

sprechend bei 0 pg/ml IL-8.

maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich
n=22 n=7 n=16
zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zelluldr humoral
positiv negativ
(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IL-8 im PE 468 (194,5; | 704 (255; 427 (16,5; |2813(1488; |984 (245; |35(17.5;
(pg/ml) 1905,5)1 1786,5)1 1514,5) 3212,5) 1900)t 72,5)
X (Xo25;: X0,75)
IL-8 im Serum | 25,5 (0; 0(0;0) 0(0; 0) 79 (39,5; 0(0;0) 0(0;0)
(pg/ml) 117,75) 1850,5)
X (Xo25;: X0,75)

Tab. 3.6.4-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum
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In folgender Tabelle 3.6.4-2 ist fiir die Subgruppe der malignen Ergilisse zusitzlich eine
getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten dargestellt, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio & i.v.
(n=10) (n=1) (n=4) (n=7) Chemotherapie
(n=2)
IL-8 im PE 372,5 (162,75, 1 5710,00 807 (238,5; 704 (286,5; 644 (371,5;
(pg/ml) 1473,25) 1638,5) 1733) 916,5)
X (Xo,25; X0,75)
IL-8 im Se- 9(0;72) 133,00 0(0;8) 0(0;0) 0(0;0)
rum (pg/ml)
X (Xo2s, Xo,75)

Tab. 3.6.4-2 Ergebnisse der Zytokinanalysen der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion

Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-

mengefasst, wie Tabelle 3.6.4-3 zu entnehmen ist.

maligne infektios autoreaktiv/  Kontrollen
0=22 =7 entzii_ndlich n=44
n=16
IL-8 im PE (pg/ml) 586 (208,5; 832(92,5;  508,5(31,75;
X (Xo.25: X0.75) 2035,75)* § 3187,5)* 1592,5)* ¥
IL-8 im Serum (pg/ml) 0(0; 57)* 0(0; 39,5) 0(0;0) 0(0;0)

X (Xo,25: Xo0,75)

Tab. 3.6.4-3
T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

*p < 0,05 gegeniiber Kontrolle

Bei den Patienten mit maligner Grunderkrankung wurde Folgendes beobachtet: Die im

Perikarderguss gemessenen Werte waren gegeniiber den im Serum gemessenen statis-
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tisch signifikant erhoht (p < 0,001). Sowohl die in Perikarderguss als auch im Serum
gemessenen Werte waren gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch signifikant erhoht
(beide p < 0,001).

In der Gruppe der Patienten mit infektioser Ergussitiologie zeigten sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen Perikarderguss und Serum. Statistisch signifikante Un-
terschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe lieen sich nur fiir den Perikarderguss zei-
gen (p < 0,001). Es fillt jedoch bei Betrachtung der Subgruppen auf, dal3 in den viralen
Ergiissen deutlich erhohte IL-8 Spiegel im Perikarderguss zu finden sind, wéahrend IL-8
im autologen Serum nicht nachweisbar war.

Die IL-8 Bestimmungen in der Gruppe der Patienten mit autoreakti-
vem/entziindlichem Erguss zeigten zwischen Perikarderguss und Serum statistisch
signifikante Unterschiede (p < 0,001). Die IL-8 Werte im Perikarderguss waren statis-
tisch signifikant erhdht gegeniiber den in der Kontrollgruppe gemessenen Werten (p <
0,001).

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beziiglich der in
Perikardergiissen bzw. Seren gemessenen Werten lieBen sich nicht nachweisen. Auffal-
lend ist jedoch bei Betrachtung der Subgruppen die relativ geringe 1L-8 Konzentration
in den Perikardergiissen der Patienten mit autoreaktiver/humoraler Ergussgenese, im

autologen Serum dieser Subgruppe war IL-8 nicht nachweisbar.

Die IL-8 Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in Abbildung 3.6.4-
I dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.4-3, wobei die hori-
zontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und der

75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markieren.
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Abb. 3.6.4-1: graphische Ubersicht iiber die gemessenen IL-8 Konzentrationen

Die in der Abbildung 3.6.4-1 mit 1-6 bezifferten Extremwerte fallen aus dem Bereich
der 95. Perzentile deutlich heraus. Die einzelnen Werte werden im Folgenden durch
klinische Daten kommentiert:

Ad I: 62 jéhrige Patientin, maligner PE mit Tamponade bei M. Hodgkin (nodulér-
sklerosierender Typ) Stadium IV (Ann-Arbor-Klassifikation), Z.n. Mediastinalbestrah-
lung vor 8 Monaten, zum Zeitpunkt/in den Wochen vor der Ergusspunktion keine Che-
motherapie

Ad 2: 53 jéhrige Patientin mit malignem PE bei duktalem Mamma CA Stadium IIIb,
Z.n. 1.V. Chemotherapie nach dem FEC-Schema vor 1 Jahr (Polychemotherapie mit 5-
Fluorouracil, Epirubicin, Cyclophosphamid), maligner Pleuraerguss, Z.n. Thoraxwand-
Radiatio vor 1 Jahr wegen Metastasen

Ad 3: 54 jéhriger Patient mit positivem Virusnachweis in der PCR (Adenovirus)

Ad 4: 45 jdhriger Patient im Rahmen einer Landouzy-Sepsis mit perikardialer Beteili-
gung verstorben

Ad 5: 15 jdhrige Patientin mit leuko-/lymphozytirem Perikarderguss, kein Nachweis
von Autoantikorpern, kein Nachweis von Rheumafaktoren, kein Hinweis auf juvenile
chronische Arthritis/Morbus Still, ASAs und AMLAs im Serum und Perikarderguss

negativ
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In Tabelle 3.6.4-4 sind ergénzend die Ergebnisse der Zytokinanalysen der unter Punkt

3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgruppen nicht zuordnen lieBBen, ta-

bellarisch aufgefiihrt.
Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
IL-8 im Perikarderguss 1532 194 657
(pg/ml)
IL-8 im Serum (pg/ml) 679 0 48 0

Tab. 3.6.4-4
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3.6.5. IL-10 Bestimmung

Die Ergebnisse der IL-10 Bestimmungen der oben beschriebenen Subgruppen in Peri-
kardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.5-1, dargestellt als
Mediane, in Klammern die Quartile X,5 und Xo75s. In der Kontrollgruppe wurden ein

Referenzwert von 8 pg/ml IL-10 bestimmt.

maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich
n=22 n=7 n=16
zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zellular humoral
positiv negativ
(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IL-10 im PE 27 (20; 38) 37,5 (28; 39 (27,75; |38 (24,5;55) |42 (16; 4(4;12)
(pg/ml) 78,75)F 138) 61)t
X (Xo25; X0,75)
IL-10 im Serum | 0 (0; 15,5) 10 (0; 16) 13 (6; 22,5) | 64 (35; 143) | 7,5(0,75; |18 (9;28)
(pg/ml) 10,5)
X (Xo25; X0,75)

Tab. 3.6.5-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

In folgender Tabelle 3.6.5-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Ergiisse zusitz-
lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine | negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio & i.v.
(n=10) (n=1) (n=4) (n=7) Chemotherapie
(n=2)
IL-10im PE | 25,5 (19; 82,00 89 (58,5; 119,5) | 37,5 (23; 46,5) |29 (28,5;29,5)
(pg/ml) 33,75)
X (Xo,25; Xo0,75)
IL-10 im Se- |0 (0; 14) 16,00 8(4;11) 10 (2,5; 20,5) 21,5 (18,75;
rum (pg/ml) 24,25)
X (Xo,25, Xo0,75)

Tab. 3.6.5-2 Ergebnisse der Zytokinanalysen der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion
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Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-

mengefasst, wie Tabelle 3.6.5-3 zu entnehmen ist.

maligne infektios  autoreaktiv/ Kontrollen
=22 =7 entziindlich =44
n=16
IL-10 im PE (pg/ml) 28 (22; 48)* + 38 (27.5; 32 (14,5;
X (Xo.25; X0,75) 61)* 51,25)*

IL-10 im Serum (pg/ml) 8 (0; 16) 18 (7;50)*  8(0,5; 15)* 3(0;6)
X (Xo,25, Xo,75)

Tab. 3.6.5-3
* p < 0,05 gegeniiber Kontrolle

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

Die IL-10 Bestimmungen ergaben folgendes Bild: Bei den Patienten mit maligner
Grunderkrankung wurden statistisch signifikant erhohte Werte im Perikarderguss im
Vergleich zum autologen Serum (p < 0,05) und gegeniiber der Kontrollgruppe

(p <0,001) gemessen.

Bei den Patienten mit infektiosem Erguss war sowohl der im Perikarderguss als auch
der im Serum gemessene Wert statistisch signifikant erhoht gegeniiber der Kontroll-
gruppe (p < 0,05). Signifikante Unterschiede zwischen Perikarderguss und Serum be-
standen fiir die Gesamtgruppe nicht, wobei jedoch bei Betrachtung der Subgruppen auf-
fallt, daB die viralen Ergiisse im Median deutlich hohere IL-10 Konzentrationen im Pe-
rikarderguss als im Serum aufweisen.

In der Gruppe der Patienten mit autoreaktivem/entziindlichem Erguss waren die im
Perikarderguss gemessenen IL-10 Spiegel statistisch signifikant erhdht gegeniiber denen
im Serum (p < 0,05). Sowohl die in Perikarderguss als auch die im Serum bestimmten
Werte waren statistisch signifikant erhoht gegeniiber den in der Kontrollgruppe gemes-

senen (p < 0,05).



3. Ergebnisse 56

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beziiglich der in
Perikardergiissen bzw. Seren gemessenen IL-10 Konzentrationen lieen sich nicht
nachweisen. Die IL-10 Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in
Abbildung 3.6.5-1 dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.5-3,
wobei die horizontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-
Perzentile und der 75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95.

Perzentile markieren.
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Abb. 3.6.5-1: vergleichende Darstellung der gemessenen IL-10 Werte

Bei der Betrachtung der 4bbildung 3.6.5-1 fallen die mit 1 und 2 bezifferten Extrem-
werte aus dem Bereich der 95.Perzentile deutlich heraus. Diese sollen im Folgenden
durch klinische Daten kommentiert werden:

Ad 1: 53 jéhrige Patientin mit positivem Virusnachweis in der PCR (Adenovirus)

Ad 2: 15 jahrige Patientin mit leuko-/lymphozytirem Perikarderguss, kein Nachweis
von Autoantikdrpern, kein Nachweis von Rheumafaktoren, kein Hinweis auf juvenile
chronische Arthritis/Morbus Still, ASAs und AMLAs im Serum und Perikarderguss
negativ

In Tabelle 3.6.5-4 sind erginzend die Ergebnisse der Zytokinanalysen der unter Punkt
3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgruppen nicht zuordnen lieB3en, ta-

bellarisch dargestellt.
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Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
IL-10 im Perikarderguss 37 38 45
(pg/ml)
IL-10 im Serum (pg/ml) 8 26 35 3(0;6)

Tab. 3.6.5-4

3.6.6. TNF-a Bestimmungen

Die Ergebnisse der TNF-a Bestimmungen der oben beschriebenen Subgruppen in Peri-

kardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.6-1, dargestellt als

Mediane, in Klammern die Quartile X5 und Xo 7s.

In der Kontrollgruppe wurde ein Referenzwert von 4,1 pg/ml TNF-a bestimmt.

maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich
n=22 n=7 n=16
zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zellular humoral
positiv negativ
(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
TNF-o im PE 0(0; 11) 6 (0,25; 11,5 (3; 74 (37, 4(0;7)f 10(0;0)
(pg/ml) 11,75)F 37,25) 334,5)
X (Xo25; X0,75)
TNF-o im Serum | 0 (0; 0,75) |0 (0; 0) 18(2,25; | 0(0; 64) 0(0;0,25) [0(0;0)
(pg/ml) 44,25)
X (Xo,25; X0,75)

Tab. 3.6.6-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

In folgender Tabelle 3.6.6-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Ergiisse zusitz-

lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen

eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung

der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).
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maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine | negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio Radiatio & i.v.
(n=10) (n=1) (n=4) (n=7) Chemotherapie
(n=2)

TNF-a im PE |0 (0; 7) 732,00 4 (2,5; 6) 6 (0; 17,5) 4(2;06)

(pg/ml)

X (Xo2s, X0,75)

TNF-o im 0(0; 0) 1,00 0(0;0) 0(0; 0) 0(0; 0)

Serum

(pg/ml)

X (Xo2s. Xo075)

Tab. 3.6.6-2 Ergebnisse der Zytokinanalysen der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion

Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-

mengefasst, wie Tabelle 3.6.6-3 zu entnehmen ist.

maligne infektios  autoreaktiv/ Kontrollen
n=22 =7 entziindlich =44
n=16
TNF-oo im Perikarder- 4 (0;13)* 1 19 (2; 83)* 0 (0; 7)*
guss (pg/ml)
X (Xo,25; Xo,75)
TNF-o im Serum (pg/ml) 0(0;0) 3 (0; 55,5)* 0(0;0) 0(0;0)

X (Xo,25; Xo0,75)

Tab. 3.6.6-3
*p < 0,05 gegeniiber Kontrolle

T p < 0,05 gegeniiber autologem Serum

Die TNF-a Spiegel waren in der Gruppe der Patienten mit maligner Grunderkrankung

im Perikarderguss gegeniiber den Serumwerten und den Kontrollwerten statistisch sig-

nifikant erhoht (p < 0,05).

In der Gruppe der Patienten mit infektioser Ergussétiologie waren sowohl die im Er-

guss als auch die im Serum gemessenen Werte statistisch signifikant erhoht gegeniiber

den in der Kontrollgruppe gemessenen Werten (p < 0,05). Signifikante Unterschiede

zwischen Perikarderguss und Serum bestanden nicht.
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Bei den Patienten mit autoreaktiver/entziindlicher Ergussitiologie waren die im Peri-
karderguss gemessenen Werte gegeniiber den Kontrollwerten statistisch signifikant er-
hoht (p < 0,05).

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beziiglich der in
Perikardergiissen bzw. Seren gemessenen TNF-a Konzentrationen lieBen sich nicht
nachweisen.

Die TNF-a Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in Abbildung
3.6.6-1 dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.6-3, wobei die
horizontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und

der 75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markie-
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Abb. 3.6.6-1: vergleichende Darstellung der gemessenen TNF-oo Werte

Die mit 1,2 und 3 bezifferten Extremwerte fallen aus dem Bereich der 95. Perzentile
deutlich heraus und sollen im Folgenden durch klinische Daten kommentiert werden:
Ad 1: 62 jdhrige Patientin, maligner PE mit Tamponade bei M. Hodgkin (nodulér-
sklerosierender Typ) Stadium IV (Ann-Arbor-Klassifikation), Z.n. Mediastinalbestrah-
lung vor 8 Monaten, zum Zeitpunkt/in den Wochen vor der Ergusspunktion keine Che-

motherapie
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Ad 2: 74 jéhrige Patientin mit PE bei bakterieller Perimyokarditis bei Tricuspidalklap-
penendokarditis (Keim: Staph.aureus), Sepsis, akutes septisches Nierenversagen

Ad 3: 15 jahrige Patientin mit leuko-/lymphozytirem Perikarderguss, kein Nachweis
von Autoantikdrpern, kein Nachweis von Rheumafaktoren, kein Hinweis auf juvenile
chronische Arthritis/Morbus Still, ASAs und AMLAs im Serum und Perikarderguss

negativ

Erginzend findet sich in Tabelle 3.6.6-4 eine Darstellung der Ergebnisse der TNF-a
Bestimmung der unter Punkt 3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgrup-

pen nicht zuordnen lieBen.

Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
TNF-a im Perikarder- 4 0 5
guss (pg/ml)
TNF-o im Serum (pg/ml) 0 0 0 0

Tab. 3.6.6-4

3.6.7. IFN-y Bestimmungen

Die Ergebnisse der Bestimmungen der oben beschriebenen Subgruppen in Perikarder-
giissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle 3.6.7-1, dargestellt als Medi-

ane, in Klammern die Quartile X5 und Xy 75. Der Referenzwert fiir [IFN-y lag bei 29,0

pg/ml.
maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich
n=22 n=7 n=16
zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zelluldr humoral
positiv negativ
(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IFN-y im PE 8 (0; 35) 16 (1,5;58) |1(0;2) 40 (28; 52,5 7,5 (5,25;
(pg/ml) 102,5) (28,25; 9,75)
X (Xo,25, Xo0,75) 54,75)
IFN-y im Serum |7 (2,25; 86) |3 (0; 32) 23,5(9,5; [16(8;141,5) |16(3;63) |0(0;0)
(pg/ml) 85)
X (Xo25; X0,75)

Tab. 3.6.7-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen
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In folgender Tabelle 3.6.7-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Ergiisse zusitz-
lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio (n=4) |Radiatio (n=7) [Radiatio & i.V.
(n=10) (n=1) Chemotherapie
(n=2)
IFN-yim PE | 9,5 (0; 44,25) | 8,00 30 (12,75, 47) |16 (0;92,5) 117 (88,5;
(pg/ml) 145,5)
X (Xo,25; Xo0,75)
IFN-y im Se- |7 (1,5;94) 7,00 0 (0; 121,5) 3(0,75;25,75) |35(21;49)
rum (pg/ml)
X (Xo,25, Xo0,75)

Tab. 3.6.7-2 Ergebnisse der Zytokinanalysen der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion

Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-

mengefasst. Tabelle 3.6.7-3 gibt eine Ubersicht iiber die gemessenen IFN-y Werte.

maligne infektios autoreaktiv/ Kontrollen
0=22 =7 entzii_ndlich =44
n=16
IFN-y im Perikard- 14 (0; 57) 2 (1; 28) 43,5 (15;
erguss (pg/ml) 54,25)
X (Xo,25, Xo,75)
[FN-y im Serum (pg/ml) 7(0; 63) 16 (7; 135) 16 (1; 58) 24 (0; 26)

X (Xo,25: X0,75)

Tab. 3.6.7-3

Bei den IFN-y Bestimmungen ergab sich folgendes Bild: Statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen Perikarderguss und autologem Serum sowie zwischen Perikarder-
guss/Serum und Kontrollgruppe konnten in keiner der Gruppen gezeigt werden.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beziiglich der in

Perikardergiissen bzw. Seren gemessenen Werten lieBen sich nicht nachweisen.
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Die IFN-y Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in Abbildung
3.6.7-1 dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.7-3, wobei die
horizontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und

der 75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markie-

ren.
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Abb. 3.6.7-1: graphische Ubersicht iiber die bestimmten IFN-y Werte

Bei Betrachtung der Abbildung 3.6.7-1 fallen die mit 1-7 bezifferten Extremwerte aus
dem Bereich der 95. Perzentile deutlich heraus. Diese sollen im Folgenden durch klini-
sche Daten kommentiert werden:

Ad 1: 59 jdhriger Patient mit metastasiertem Bronchial-CA (Adeno-CA), bis zum Zeit-
punkt der Ergusspunktion (noch) nicht mediastinalbestrahlt, zum Zeitpunkt/in den Wo-
chen vor der Ergusspunktion keine i.v. Chemotherapie (Chemotherapiebeginn geplant)
Ad 2: 30 jahrige Patientin mit M. Hodgkin Stadium IVb, Z.n. Mediastinalbestrahlung
vor 14 Monaten, zum Zeitpunkt der Perikardergusspunktion Chemotherapie nach
CEVD-Schema (CCNU (Lomustin), Etoposid, Vindesin und Dexamethason)

Ad 3: 69 jahriger Patient mit fortgeschrittenem Bronchial-CA Stadium IIIb (Adenokar-

zinom), bis zum Zeitpunkt der Ergusspunktion (noch) nicht mediastinalbestrahlt, zum



3. Ergebnisse 63

Zeitpunkt/in den Wochen vor der Ergusspunktion keine i.v. Chemotherapie (Chemothe-
rapiebeginn geplant)

Ad 4: 54 jéhriger Patient mit positivem Virusnachweis in der PCR (Zytomegalievirus)
Ad 5 u.6: 45 jéhriger Patient im Rahmen einer Landouzy-Sepsis mit perikardialer Betei-
ligung verstorben

Ad 7: 60 jahrige Patientin mit iiberwiegend lympho- und monozytdren Zellen im Peri-
karderguss, AMLAs und ASAs negativ

Ergidnzend findet sich in Tabelle 3.6.7-4 eine Darstellung der Ergebnisse der IFN-y Be-
stimmung der unter Punkt 3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgruppen

nicht zuordnen lief3en.

Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
IFN-y im Perikarderguss 44 0 0
(pg/ml)
[FN-y im Serum (pg/ml) 72 44 0 24 (0; 26)

Tab. 3.6.7-4

3.6.8. IL-2 sRa Bestimmungen

Die Ergebnisse der IL-2 sRa Bestimmungen der unter Abschnitt 3.2ff beschriebenen
Subgruppen in Perikardergiissen und Seren finden sich zusammengefasst in Tabelle
3.6.8-1, dargestellt als Mediane, in Klammern die Quartile X5 und Xo75. Der Refe-
renzwert fiir IL-2 sRa lag bei 2101,68 pg/ml.

maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich

n=22 n=7 n=16

zytologisch | zytologisch | viral bakteriell zellulér humoral

positiv negativ

(n=11) (n=11) (n=4) (n=3) (n=13) (n=3)
IL-2 sRa im PE | 3939 (1913; | 3306 (2908; |2007,5 5083 3623 1625
(pg/ml) 4789,5) 5082,5) (1456,75; | (3823,5; (2180; (1525;
X (Xo.25: Xo.75) 2816,75) | 5695) 4279) 1830,5)
IL-2 sRa im 2471 3256 (2034; | 866 6506 2682,5 1013
Serum (pg/ml) | (1644,5; 4038) (776,75; | (4022,5; (1771,5; | (915,5;
X (Xo2s: Xo75)  |4213,75) 1150,75)  |6510,5) 2860,75)  |1099,5)

Tab. 3.6.8-1 Ergebnisse der Zytokinanalysen nach Subgruppen
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In folgender Tabelle 3.6.8-2 findet sich fiir die Subgruppe der malignen Ergiisse zusitz-
lich eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei denen
eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war sowie eine getrennte Darstellung
der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Ergusspunktion eine i.v. Chemotherapie

durchgefiihrt wurde (vgl. Abschnitt 3.2).

maligne
n=22
zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch zytologisch
positiv, keine | positiv, Z.n. negativ, keine negativ, Z.n. negativ, Z.n.
Radiatio Radiatio Radiatio (n=4) |Radiatio (n=7) [Radiatio & i.V.
(n=10) (n=1) Chemotherapie
(n=2)
IL-2 sRoim  |3526 (1903; 5030,00 5251 (4094,5; |3306 (2616; 4036,5
PE (pg/ml) 4568,25) 6040,5) 3952) (3185,25;
X (XO,ZS; X0,75) 4887975)
IL-2 sRa im|2131(1497; |4471,00 2581 (1814,5; 13256 (2416,5; |4760,5
Serum 3928) 2918,5) 5115) (4162,25;
(pg/ml) 5358,75)
X (Xo25, Xo75)

Tab. 3.6.8-2 Ergebnisse der Zytokinanalysen der Subgruppe maligner Ergiisse + Radia-

tio und Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion

Fiir statistische Vergleiche wurden die Ergebnisse der einzelnen Subgruppen zusam-
mengefasst.

Tabelle 3.6.8-3 gibt eine Ubersicht iiber die gemessenen IL-2 sRa. Konzentrationen.

maligne infektios autoreaktiv/ Kontrollen
0=22 n=7 entzii_ndlich =44
n=16
IL-2 sRaim PE (pg/ml) 3327 (2334; 2564 (2007,5; 2886
X (Xo.25: X0.75) 4907)* 4609,5) (1658,75;
4201,75)*
IL-2sRo im Serum 2811 (1765,5; 1539 (866; 2316 (1176,5; 1224 (769;
(pg/ml) 4173,5)* 4254) 2789)* 1514,25)

X (Xo,25: X0,75)

Tab. 3.6.8-3
*p < 0,05 gegeniiber Kontrolle

In der Gruppe der Patienten mit malignem Erguss waren sowohl die Konzentrationen

im Perikarderguss als auch im Serum statistisch signifikant erhoht gegeniiber den Kon-
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trollwerten (p < 0,001), signifikante Unterschiede zwischen Perikarderguss und Serum
bestanden nicht.

Bei den Patienten mit infektioser Ergussitiologie lieen sich weder signifikante Unter-
schiede zwischen Perikarderguss und Serum noch zwischen Perikarderguss/Serum und
Kontrollen nachweisen.

In der Gruppe der Patienten mit autoreaktiver/entziindlicher Ergussitiologie waren
die in Perikarderguss und Serum gemessenen Konzentrationen statistisch signifikant
erhoht gegeniiber den in der Kontrollgruppe gemessenen Werten (p < 0,001). Unter-
schiede zwischen Perikarderguss und Serum waren nicht nachzuweisen.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beziiglich der in
Perikardergiissen und Seren gemessenen Konzentrationen waren nicht nachzuweisen.
Die IL-2 sRa Spiegel sind vergleichend fiir alle Gruppen und Kontrollen in Abbildung
3.6.8-1 dargestellt. Die Box-Plots entsprechen den Werten aus Tab. 3.6.8-3, wobei die
horizontale Linie den Median, die Box den Bereich zwischen der 25%-Perzentile und

der 75%-Perzentile begrenzt und die vertikalen Striche die 5. und 95. Perzentile markie-

ren.
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Abb. 3.6.8-1: vergleichende Darstellung der gemessenen IL-2 sRo. Werte
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Bei Betrachtung der Abbildung 3.6.8-1 fallen die mit 1-4 bezifferten Extremwerte aus
dem Bereich der 95. Perzentile deutlich heraus. Diese sollen im Folgenden durch klini-
sche Daten kommentiert werden:

Ad 1: 63 jahriger Patient, Bronchial-CA (unverhorntes Plattenepithel-CA), nicht medi-
astinalbestrahlt, zum Zeitpunkt der Ergusspunktion keine i.v. Chemotherapie (Chemo-
therapiebeginn geplant)

Ad 2: 30 jahrige Patientin mit M. Hodgkin Stadium IVb, Z.n. Mediastinalbestrahlung
vor 14 Monaten, zum Zeitpunkt der Perikardergusspunktion Chemotherapie nach
CEVD-Schema (CCNU (Lomustin), Etoposid, Vindesin und Dexamethason)

Ad 3: 62 jdhrige Patientin, maligner PE mit Tamponade bei M. Hodgkin (nodulér-
sklerosierender Typ) Stadium IV (Ann-Arbor-Klassifikation), Z.n. Mediastinalbestrah-
lung vor 8 Monaten, zum Zeitpunkt/in den Wochen vor der Ergusspunktion keine Che-
motherapie

Ad 4: 45 jéhriger Patient im Rahmen einer Landouzy-Sepsis mit perikardialer Beteili-
gung verstorben

Ad 5: 15 jahrige Patientin mit leuko-/lymphozytirem Perikarderguss, kein Nachweis
von Autoantikdrpern, kein Nachweis von Rheumafaktoren, kein Hinweis auf juvenile
chronische Arthritis/Morbus Still, ASAs und AMLAs im Serum und Perikarderguss
negativ

Erginzend findet sich in Tabelle 3.6.8-4 eine Darstellung der Ergebnisse der IL-2 sRa
Bestimmung der unter Punkt 3.5 beschriebenen Patienten, die sich den o.g. Hauptgrup-

pen nicht zuordnen lieBen.

Dialyseas- Trauma Herzinsuffi- Kontrollen
soziiert zienz n=44
IL-2 sRa im Perikarder- 1872 1715 1657
guss (pg/ml)
IL-2 sRo. im Serum 3604 2227 2365 1224 (769;
(pg/ml) 1514,25)

Tab. 3.6.8-4
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4. Diskussion

4.1. Hintergrund

Perikardiale Erkrankungen kommen im Rahmen vieler verschiedener Erkrankungen
vor. Seit Einfithrung der Echokardiographie in die klinische Routinediagnostik bereitet
der alleinige Nachweis eines Perikardergusses im klinischen Alltag keine Probleme
mehr, wesentlich schwieriger gestaltet sich hdufig jedoch die Abkldrung der Ursache,
die zum Auftreten des Perikardergusses gefiihrt hat. In groBen prospektiven Studien wie
z.B. von Permanyer-Miralda et al 1985 wird nicht selten bei der Mehrheit der Patienten
die Diagnose einer sogenannten idiopathischen Perikarditis gestellt. Die Niitzlichkeit
der Analyse perikardialer Ergilisse wird kontrovers diskutiert (Garcia et al 1994). Trotz
weit verbreiteter Moglichkeiten, perikardiale Ergiisse nicht nur klinisch-chemisch, son-
dern auch zytologisch zu untersuchen, ist die Wertigkeit der Zytologie zu diesem Zeit-
punkt unklar, schwanken doch die Angaben beziiglich ihrer diagnostischen Aussage-
kraft zwischen 24% bzw. 26% der Fille (Krikorian et al 1978 und Corey et al 1993)
und 87% der untersuchten Fille (Meyers et al 1997). Die Zahlen verdeutlichen, wie
inadiquat die gingigen klinischen Methoden in der Analyse perikardialer Ergiisse sind.
Mit dem Einzug immunologischer und molekularbiologischer Methoden in die Dia-
gnostik perikardialer Erkrankungen sowie neuer Mdglichkeiten in der Perikardioskopie
(Seferovic et al 1999 und Maisch et al 2000) konnten nicht nur hinsichtlich der Kldrung
atiologischer Fragestellungen, sondern auch im Hinblick auf therapeutische Vorge-
hensweisen neue Moglichkeiten eroffnet werden (siehe Abschnitt 1.3).

Viele humane Studien und tierexperimentelle Arbeiten, die im Rahmen der Bespre-
chung der Ergebnisse der Zytokinmessungen diskutiert werden, zeigen, da3 Zytokine
unter einer Vielzahl von pathologischen Bedingungen in die Dynamik inflammatori-
scher Reaktionen entscheidend eingreifen und die Reaktionen des spezifischen und un-
spezifischen Immunsystems, aber auch anderer Zellen, nachhaltig beeinflussen.

Die zahlreichen Berichte {iber den Nachweis von Zytokinen in entziindlichen Exsudaten
unterschiedlichster Genese gaben den Anlass zur Planung dieser Arbeit, bei der gepriift
werden sollte, ob die Bestimmung von Zytokinen in Perikardergiissen Riickschliisse auf
die vorliegende Grunderkrankung erlaubt und ferner autoimmune, pro- und antiinflam-

matorische Mechanismen besser verstanden werden konnen.
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4.2. Diskussion der Methoden

4.2.1. Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

Der Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) ist ein zuverldssiges Verfahren
zur Bestimmung von 16slichen Zytokinen in verschiedenen Korperfliissigkeiten, wel-
ches den quantitativen Nachweis sehr geringer Konzentrationen (<1 pg/ml) eines Zyto-
kins erlaubt. Das Verfahren wurde ausgewaihlt, weil der ELISA gegeniiber nicht-
immunologischen Nachweisverfahren wie z.B. Bioassays den Vorteil der hohen Spezifi-
tdt und einfachen Durchfiihrbarkeit besitzt. Fiir diese Arbeit wurden kommerziell erhélt-
liche ELISAs verwendet, wobei der Hersteller fiir reliable und valide Messergebnisse
garantierte. Folgende methodische Aspekte sind jedoch zu bedenken:

Zytokine sind extrem pleiotrope Proteine mit redundanter Wirkung, die ihre wesentli-
chen biologischen Effekte nicht nur auf endokrinen, sondern auch auf auto- und pa-
rakrinen Wegen entfalten. Zytokine konnen also moglicherweise noch in wesentlich
niedrigeren Konzentrationen biologische Wirkungen erzielen, als zur Zeit von gingigen
ELISA-Systemen gemessen werden kann. Ferner ist zu bedenken, daf3 lokal sezernierte
Zytokine im Rahmen von Entziindungsreaktionen durch exsudative Prozesse oder durch
Eintritt in die Blutzirkulation o.4. zusétzlich verdiinnt werden kénnen. Grundsitzlich
besitzen Studien dieser Art, bei denen Zytokine in vendsen Proben und entziindlichen
Ergilissen bestimmt werden, den Nachteil der methodenabhiangigen Nachweisgrenze, im
Fall der hier vorliegenden Arbeit um oder unter 1 pg/ml, womit der subtileren Analyse
von Regulationsmustern eine Grenze gesetzt wird. Molekularbiologische Analysever-
fahren wie die PCR wiren hier moglicherweise im Vorteil, hétten aber wiederum den
Nachteil, nicht zu erfassen, ob die in der PCR nachgewiesene mRNA auch tatsichlich in

das Proteinprodukt (=Zytokin) iibersetzt wird.

4.2.2. Lagerungsstabilitat der Zytokine

Durch Einfrieren und Lagern der Perikardergiisse und Seren bei —80 °C wiére eine Ab-
nahme der Zytokinkonzentration denkbar, die eine valide Zytokinbestimmung nicht
mehr ermdglichen wiirde. Aus diesem Grund wurde die Lagerungsstabilitit der Zytoki-
ne untersucht. Wesentliche Konzentrationsverluste konnten (siehe Abschnitt 3.5) fiir IL-

6, IL-8, IL-10 und IL-2 sRa weder im Perikarderguss noch im Serum detektiert werden,
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sodass man fiir diese Zytokine eine hinreichende Stabilitidt vermuten kann. Fiir TNF-a,

IFN-y, IL-1a und IL-2 ist eine umgehende Bestimmung erforderlich.

4.3. Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Zytokine in Perikardergilissen unterschiedlichster
Atiologie untersucht. Zur Zytokinanalyse standen insgesamt 48 Perikardergiisse und
Seren von 40 verschiedenen Patienten zur Verfiigung. Es wurden 22 Ergiisse maligner
Atiologie (Gruppe 1), 7 Ergiisse infektidser Atiologie (Gruppe 2) und 16 Ergiisse auto-
reaktiver/entziindlicher Genese (Gruppe 3) untersucht.

Wie zuvor geschildert wurden die Perikardergiisse beziiglich Threr Atiologie in weitere
Subgruppen unterteilt: Bei Patienten mit maligner Grunderkrankung wurden die Ergeb-
nisse der Zytokinanalysen in eine Gruppe mit zytologisch bzw. bioptisch gesicherter
Perikardinfiltration sowie in eine Gruppe mit maligner Grunderkrankung aber fehlen-
dem zytologischen/bioptischen Tumornachweis eingeteilt. Ferner erfolgte fiir diese
Subgruppen eine getrennte Betrachtung der Zytokinanalysen von solchen Patienten, bei
denen eine Mediastinalbestrahlung durchgefiihrt worden war (differentialdiagnostisch
kédme hier eine radiogene Ergussgenese in Betracht) sowie von Patienten, bei denen eine
intravendse Chemotherapie zum Zeitpunkt der Ergusspunktion durchgefiihrt wurde
(hier wére unter anderem an eine Interaktion der gegebenen Chemotherapeutika mit
Zellen des Immunsystems und damit der Zytokinproduktion zu denken). Es sei an dieser
Stelle darauf hingewiesen, dal3 Porte et al 1999 zeigen konnten, daB3 bei bis zu 60% der
Patienten mit maligner Grunderkrankung der Perikarderguss durch nicht-maligne Er-
krankungen wie z.B. Bestrahlungsfolgen (strahleninduzierte Perikarditis) aber auch op-
portunistische Infektionen verursacht sein kann.

Die Patienten der Gruppe mit infektioser Ergussdtiologie wurde in eine Subgruppe mit
viraler Ergussitiologie sowie in eine mit bakterieller Ergussitiologie unterteilt.

Die Patienten mit Perikarderguss, bei denen eine autoreaktive bzw. entzilindliche Genese
der Perikardergussentstehung vorlag, wurden unterteilt in Patienten mit lympho-
/monozytdrem Perikarderguss (autoreaktiver lymphozytirer Typ) sowie in Antikorper-
vermittelte Perikardergiisse (B-Zell-vermittelter, ASA- und AMLA (vom IgA und IgG
Subtyp) positiver Perikarderguss).

Drei Patienten lieen sich keiner der zuvor genannten Gruppen zuordnen (ein Patient

mit dialyseassoziierter Perikarditis, ein Patient mit traumatischer Perikarditis nach ei-
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nem Verkehrsunfall und ein Patient mit Perikarderguss im Rahmen einer Linksherzde-
kompensation), statistische Tests bzw. statistische Vergleiche mit den Gruppen 1-3 sind
aufgrund der Einzeldaten nicht moglich.

Als Kontrollgruppe dienten 44 Seren klinisch gesunder Individuen der Marburger Blut-
bank.

Da vergleichbare Arbeiten zum Thema der Zytokinanalyse in perikardialen Ergussfliis-
sigkeiten fehlen, ist eine vergleichende Betrachtung nur mit Arbeiten dhnlicher Aufga-
benstellung moglich (z.B. Zytokine in Seren von Patienten mit entziindlichen Herzmus-

kelerkrankungen oder Zytokine in Pleuraergiissen maligner Genese u.4.).

4.3.1. Interleukin-1a

IL-1a ist ein proinflammatorisches Zytokin, das iiberwiegend aus mononukledren Zel-
len freigesetzt wird, die Synthese von TNF und IL-6 stimuliert und an B-lymphozytérer
Proliferation, Reifung und Ig-Synthese synergistisch mitwirkt. Ebenso partizipiert es an
der NK-Zellaktivierung (vgl. Abschnitt 1.5.1.1).

Die fiir IL-1a gemessenen Werte lagen in allen Gruppen dicht beieinander. Fiir statisti-
sche Vergleiche wurden die einzelnen Subgruppen zu Hauptgruppen zusammengefasst
(vgl. Abschnitt 3.2ff). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Perikarderguss
und autologem Serum lief3 sich in keiner der Gruppen zeigen. In der Gruppe der Patien-
ten mit maligner Grunderkrankung und in der Gruppe mit autoreaktiver/entziindlicher
Ergussitiologie zeigt sich allerdings ein Trend zu hoheren IL-1a Werten im Perikarder-
guss im Vergleich zum autologen Serum. Es bestanden keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Ferner fillt aber auf, da3 die IL-1a
Konzentrationen in allen Gruppen sowohl im Perikarderguss als auch im Serum, auf3er
im Serum der Patienten mit autoreaktiver/entziindlicher Ergussgenese, statistisch signi-
fikant erhoht waren gegeniiber der Kontrollgruppe.

IL-1 wurde schon in vielen entziindlichen Exsudaten unterschiedlichster Genese nach-
gewiesen, wie z.B. in Pleuraexsudaten bei Bronchialkarzinom, bakterieller Pneumonie
und Tuberkulose (Naito et al 1997) oder in der Synovialfliissigkeit bei rheumatoider
Arthritis (Warnatz et al 1990). Im Zusammenhang mit entziindlichen Herzmuskeler-
krankungen konnten Matsumori et al 1994 eine Erhohung von IL-lo im Serum von
Patienten mit akuter Myokarditis nachweisen, wobei dort durchschnittlich Werte von 25

pg/ml im Serum gemessen wurden. In einer anderen Studie von Nakamura et al 1996
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konnten signifikant erhohte IL-1a Spiegel im Myokardgewebe von Méusen mit chro-
nisch aktiver (autoreaktiver) Myokarditis im Vergleich zu Méusen ohne Myokarditis
gezeigt werden.

Die in dieser Arbeit gemessenen IL-1a Spiegel entsprechen inhaltlich den Ergebnissen
vieler anderer Studien, die ebenfalls erhohte IL-1a Spiegel im Zusammenhang mit ver-
schiedenen pathologischen Zustinden beschrieben haben, auch wenn die hier nachge-
wiesenen Konzentrationen zum Teil erheblich von den in anderen Arbeiten angegeben
differieren.

Die in der Kontrollgruppe gemessenen Werte bewegen sich in der gleichen GréBenord-

nung, wie auch der Hersteller des ELISAs sie fiir gesunde Individuen angibt.

4.3.2. Interleukin-2

Interleukin 2 ist ein pleiotropes Zytokin, welches von T-Zellen produziert wird und als
auto- und parakriner Wachstumsfaktor die klonale Expansion antigenspezifischer T-
Zellen sowie die Proliferation und Differenzierung aktivierter B-Lymphozyten stimu-
liert. Weiterhin induziert es das Wachstum von NK-Zellen und verstérkt deren Produk-
tion von Zytokinen (vgl. Abschnitt 1.5.1.2).

In allen drei Gruppen (maligne, infektios und autoreaktiv) fanden sich keine iiber die
Norm erhohten IL-2 Spiegel, statistisch signifikante Unterschiede innerhalb sowie zwi-
schen den einzelnen Gruppen lieen sich nicht nachweisen. Auch innerhalb der Sub-
gruppen gab es keine wesentlichen Unterschiede. Alle gemessenen Werte lagen inner-
halb des Referenzbereiches von 77 pg/ml.

Erhohte IL-2 Spiegel bzw. eine erhohte IL-2 Expression im Gewebe konnten im Rah-
men vieler pathologischer Zustinde beschrieben werden, darunter maligne, infektidse,
entziindliche und autoreaktive Erkrankungen. Beispielsweise konnten Okura et al 1997
eine vermehrte IL-2 Expression im Myokard von Ratten mit experimenteller autoim-
muner Myokarditis (EAM) nachweisen, und zwar im initialen und maximal ausgeprag-
ten Stadium der myokardialen Entziindungsreaktion.

Ungewdhnlich an den IL-2 Messungen waren die z.T. recht hohen IL-2 Spiegel in der
Kontrollgruppe. Bei gesunden Individuen sollte IL-2 im Serum nicht oder zumindest
nur in geringeren Konzentrationen von unter 10 pg/ml nachweisbar sein. Die Ursache
fiir die hohen IL-2 Konzentrationen konnte jedoch nicht ermittelt werden, da die Kon-

trollseren von der Blutbank der Marburger Universitdtsklinik anonymisiert zur Verfu-
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gung gestellt wurden und Daten iiber den klinischen Zustand der Spender nicht zur Ver-
fligung standen. Es muss daher bei der Kontrollgruppe die Uberlegung mit in Betracht
gezogen werden, dafl sich in der Kontrollgruppe auch Seren von Patienten mit nicht
diagnostizierten Erkrankungen finden, die zu einer Verfélschung der Ergebnisse fiihren
konnen.

Bei IL-2 konnte kein statistisch bedeutsamer Unterschied zwischen den einzelnen Grup-

pen beobachtet werden.

4.3.3. Interleukin-6

Interleukin-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches die Differenzierung und Sekretion von
Antikorpern bei B-Zellen stimuliert, ferner auf T-Zellen als Co-Stimulator wirkt, wel-
cher die Produktion von IL-2 steigert. Weiterhin stimuliert IL-6 die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen in der Leber und hat Kolonie-stimulierende Wirkung auf die
Stammzellen des hdmatopoetischen Systems (vgl. Abschnitt 1.5.1.3).

Bei den IL-6 Bestimmungen fielen bemerkenswerte Unterschiede zwischen den in Peri-
kardergiissen und Seren gemessenen Konzentrationen auf: In allen Subgruppen waren
die im Perikarderguss gemessenen IL-6 Konzentrationen gegeniiber den autologen Se-
rumwerten im Median deutlich erhoht. In der Gruppe der Patienten mit malignem Peri-
karderguss und in der Gruppe der Patienten mit autoreaktivem Perikarderguss ergaben
sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen den IL-6 Konzentrationen im Peri-
karderguss und den autologen Serumwerten.

Ein Vergleich der Perikardergiisse bzw. Seren zwischen den einzelnen Gruppen er-
brachte keine statistisch signifikanten Unterschiede. Erhohte IL-6 Spiegel sind im Zu-
sammenhang mit malignen, infektidsen, autoimmunen und vielen anderen Erkrankun-
gen berichtet worden, z.B. multiplen Myelomen, als Marker bei septischen Geschehen,
in der Synovialfliissigkeit bei rheumatoider Arthritis und im Serum bei systemischem
Lupus erythematodes (Hawley 1994, Hirano 1992, Bone 1996, Damas et al 1992, Ro-
bak et al 1997).

In perikardialer Ergussfliissigkeit konnten erhohte IL-6 Konzentrationen im Rahmen
einer adenoviralen Perikarditis (Mistchenko et al 1995) und im Rahmen einer rheuma-
toiden Perikarditis demonstriert werden (Shikama et al 2000), wobei dhnlich wie in der
hier vorliegenden Arbeit deutliche Unterschiede zwischen den Konzentrationen fiir IL-6

in Perikarderguss und Serum gemessen wurden.
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4.3.4. Interleukin-8

Interleukin-8 ist ein potenter chemotaktischer und aktivierender Faktor flir neutrophile
Granulozyten. Viele verschiedene Zelltypen wie z.B. Monozyten, T-Zellen, Neutrophile
und endotheliale Zellen bilden IL-8 als Reaktion verschiedener inflammatorischer Sti-
muli. Interleukin-8 besitzt ein groles Spektrum proinflammatorischer Wirkungen (vgl.
Abschnitt 1.5.1.4).

In allen Subgruppen waren die im Perikarderguss gemessenen IL-8 Konzentrationen
gegeniiber den autologen Serumwerten im Median deutlich erhoht. In den Gruppen ma-
ligne und autoreaktiv/entziindlich waren die Konzentrationen fiir IL-8 in den Perikar-
dergiissen statistisch signifikant erhoht gegeniiber den autologen Serumwerten und ge-
geniiber den in der Kontrollgruppe gemessenen IL-8 Konzentrationen.

Auch bei IL-8 konnte im Rahmen verschiedenster pathologischer Zustinde eine ver-
mehrte Expression nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit myokardialen Ent-
ziindungsreaktionen konnten Seino et al 1995 eine vermehrte Synthese eines IL-8-
Analogons (CINC) an isolierten Rattenkardiozyten nach Stimulation mit IL-1a, TNF-a
und Lipopolysaccharid (LPS) nachweisen. Erhohte Konzentrationen von IL-8 (und IL-
6) wurden auch im koronarvendsen Blut nach myokardialer Ischdmie nachgewiesen
(Neumann et al 1995).

Die in der Kontrollgruppe gemessenen Werte stimmen mit denen vom Hersteller des
ELISAs angegebenen zu erwartenden Werten fiir gesunde Individuen tiberein.

Die hohen Werte von IL-8 im Perikarderguss im Vergleich zu den im Median niedrigen
Serumwerten sprechen wie bei IL-6 fiir eine lokale Produktion von IL-8 am Ort des

entzindlichen Geschehens.

4.3.5. Interleukin-10

Interleukin 10 (IL-10) ist ein pleiotropes Zytokin, welches sowohl immunsuppressive
als auch immunstimulatorische Effekte auf viele verschiedene Zellen ausiiben kann. IL-
10 wird von Ty-Zellen, einigen aktivierten B-Zellinien und aktivierten Monozyten ge-
bildet (vgl. Abschnitt 1.5.1.5).

Bei den Messungen fiir IL-10 ergaben sich in der Gruppe der Patienten mit malignem
Perikarderguss und in der Gruppe der Patienten mit autoreaktivem Perikarderguss statis-
tisch signifikante Unterschiede zwischen den IL-10 Konzentrationen im Perikarderguss

und den autologen Serumwerten. Der Unterschied zwischen Perikarderguss- und Se-



4. Diskussion 74

rumwerten beruhte bei den Patienten mit maligner Grunderkrankung allerdings auf den
deutlich erhohten IL-10 Werten in den Perikardergiissen der Subgruppe der Patienten
mit zytologisch negativen Ergiissen.

In der Gruppe der Patienten mit infektioser Ergussgenese konnte dieser Unterschied
nicht beobachtet werden. In allen Gruppen waren sowohl die IL-10 Konzentrationen im
Perikarderguss als auch im Serum mit Ausnahme der Serumwerte der Patienten der
Gruppe 1 (maligner Perikarderguss) gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch signifi-
kant erhoht.

IL-10 konnte in entziindlichen Exsudaten unterschiedlichster Genese nachgewiesen
werden, darunter u.a. in Pleuraergiissen maligner Genese oder bei Tuberkulose (Chen et
al 1996 und 2001), wobei in der Exsudatfliissigkeit statistisch signifikant erhohte IL-10
Spiegel im Vergleich zum Serum gefunden wurden. Uber die Rolle von IL-10 bei vira-
ler Myokarditis ist bislang nicht viel bekannt. Einige Studien, wie zum Beispiel die von
Nishio et al 1999, legen jedoch nahe, da3 die Gabe von rekombinantem IL-10 in Zu-
kunft moglicherweise eine therapeutische Option bei viraler Myokarditis darstellen
konnte.

Die in der Kontrollgruppe gemessenen Werte fiir IL-10 stimmen mit den in der Literatur

angegebenen Werten iiberein.

4.3.6. TNF-a

Der Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a) wird unter anderem von aktivierten mono-
nukledren Phagozyten, Neutrophilen, aktivierten T- und B-Zellen, NK-Zellen und endo-
thelialen Zellen gebildet (vgl. Abschnitt 1.5.1.6).

In allen Gruppen lagen die Konzentrationen fiir TNF-o im Perikarderguss statistisch
signifikant iiber den Werten, die in der Kontrollgruppe gemessen wurden, wobei zusétz-
lich die Werte in der Gruppe der Patienten mit malignem Erguss (auch in der Subgruppe
der Patienten mit negativer Ergusszytologie) als auch in der Subgruppe mit autoreaktiv-
lymphozytirem Erguss gegeniiber den autologen Serumwerten statistisch signifikant
erhoht waren. In der Subgruppe mit humoralem Perikarderguss war TNF-o sowohl im
Serum als auch im Perikarderguss nicht nachweisbar. In der Gruppe der Patienten mit
infektioser Ergussgenese lieB sich im Gegensatz zu den anderen beiden Gruppen ein

statistisch bedeutsamer Unterschied zwischen Serumkonzentration und Kontrollgruppe
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nachweisen, jedoch ist hier die Aussagekraft durch die geringe Fallzahl (n=7) deutlich
eingeschriankt und das Ergebnis daher mit Zuriickhaltung zu interpretieren.

Ein Vergleich der Werte fiir TNF-o im Perikarderguss zeigte die hochsten Konzentrati-
onen in den malignen Ergiissen, wobei dieser tendenzielle Unterschied statistisch nicht
signifikant war.

Eine pathogenetische Beteiligung fiir TNF-a konnte in Zusammenhang mit malignen,
septischen, entziindlichen und autoimmunen Geschehen gezeigt werden (Beutler 1995).
Tierexperimentelle Untersuchungen deuten darauf hin, da dem TNF-o/TNF-
Rezeptorsystem eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese von Myokarditis und
Kardiomyopathie (Neumann et al 1993) und der Entwicklung kardialer Autoreaktivitit
zukommt, wie am Modell der murinen autoimmunen Myokarditis gezeigt werden konn-
te (Smith et al 1992, Lane et al 1992). Jedoch ist die vermehrte TNF-a Expression im
Rahmen myokardialer Abwehrprozesse nicht ausschlieBlich negativ zu bewerten, wie
eine tierexperimentelle Untersuchung von Wada et al 2001 zeigen konnte: Nach Auslo-
sen einer viralen Myokarditis durch Infektion mit dem Enzephalomyokarditis Virus
(EMCYV) zeigten Mduse, die in der Lage waren TNF-a zu exprimieren, eine wesentlich
groBere Uberlebensrate als Miuse, die dazu nicht in der Lage waren.

Im Rahmen myokardialer Entziindungsreaktionen konnten Matsumori et al 1994 erhoh-
te TNF-a Spiegel im Serum von Patienten mit akuter Myokarditis und dilatativer Kar-
diomyopathie nachweisen.

Die Ergebnisse der TNF-a -Bestimmungen in den Perikardergiissen in der vorliegenden
Arbeit bestdtigen die Beteiligung dieses Zytokins auch bei perikardialen Entziindungen

unterschiedlicher Genese.

4.3.7. IFN=y

Interferon Gamma (IFN-y) wird von aktivierten Ty-Zellen und NK-Zellen nach Stimu-
lation durch Antigene und Zytokine wie IL-2 und IL-12 produziert und zeichnet sich
durch seine antiviralen und antiproliferativen Eigenschaften aus. IFN- v ist ein starker
Aktivator von mononukledren Phagozyten und stellt einen entscheidenden Mechanis-
mus der Makrophagenaktivierung durch T-Zellen dar, es erhdht die Expression von
MHC-Molekiilen der Klasse I und II auf vielen verschiedenen Zelltypen (vgl. Abschnitt
1.5.1.7).
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Bei Betrachtung der Subgruppen fielen sehr niedrige IFN-y-Werte im Perikarderguss
bei den Patienten mit viraler Ergussgenese und Antikorper-vermitteltem Perikarderguss
auf.

Es fanden sich in allen drei Gruppen (maligne, infektios und autoreaktiv) keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede innerhalb oder zwischen den einzelnen Gruppen und
auch keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe. Fiir die teilweise recht hohen
Konzentrationen von IFN-y in der Kontrollgruppe, welches im Serum Gesunder nicht
nachweisbar sein sollte, gelten die gleichen Uberlegungen, die bereits bei Diskussion
der Ergebnisse fiir IL-2 erwdhnt wurden (anonymisierte Kontrollgruppe, fehlende klini-
sche Daten, siche Abschnitt 4.3.2).

IFN-y ist ein Mediator, der mit vielen anderen Zytokinen synergistisch wirkt. Vermehrte
Expression von IFN-y konnte wie bei den anderen o.g. Zytokinen im Rahmen verschie-
denster Erkrankungen nachgewiesen werden, darunter Krankheiten infektioser, malig-
ner und autoreaktiver Genese. Uber die Bedeutung von IFN-y bei myokardialen Ent-
ziindungsreaktionen ist bisher wenig bekannt. In einer tierexperimentellen Untersu-
chung konnten Eriksson et al 2001 an Méusen, die nicht in der Lage waren, IFN-y Re-
zeptoren auszubilden (IFN-y-R(-/-)), zeigen, daBl diese wesentlich schwerer an einer
induzierten autoimmunen Myokarditis erkrankten als Wildtyp-Méuse. In einer anderen
Arbeit von Shioi et al 1996 wurde in myokardialem Gewebe von Méausen, bei denen
eine postmyokarditische dilatative Kardiomyopathie induziert wurde, eine persistieren-
de mRNA Expression von IFN-y, IL-1p, TNF-a und IL-2 beobachtet.

Ein Bericht von Nigro et al 2000 deutet auf einen weiteren Zusammenhang hin: Bei drei
Kindern konnten im Rahmen einer Parvo-B19 Virusinfektion, die eine lymphozytére
Myokarditis verursachte, im Serum erhdhte Spiegel fiir IFN-y, TNF-o, IL-6 und IL-8
nachgewiesen werden, die sich bei Kindern mit bewiesener Parvo-B19 Virusinfektion

ohne Myokarditis nicht zeigen lie3en.

4.3.8. IL-2 sRa
Fiir den Interleukin-2 Rezeptor konnte gezeigt werden, dal3 die Konzentration der 16sli-
chen Form der a-Kette des IL-2 Rezeptors (IL-2 sRa) mit dem Grad der B- und T-Zell-

Aktivierung und dem allgemeinen Zustand der Aktivitidt des Immunsystems korreliert

(vgl. Abschnitt 1.5.1.2).
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Beim Vergleich der Mediane der IL-2 sRa Konzentrationen fallt auf, dal sich sowohl in
der Subgruppe der viralen als auch in der Subgruppe der Antikorper-vermittelten Peri-
kardergiisse tendenziell niedrigere Werte als in den restlichen Subgruppen beobachten
lassen.

Sowohl in der Gruppe der Patienten mit malignem Perikarderguss als auch in der Grup-
pe der Patienten mit autoreaktivem Perikarderguss wurden in Perikardergiissen und Se-
ren statistisch signifikant erhdhte Konzentrationen fiir IL-2 sRa im Vergleich zur Kon-
trollgruppe gemessen, die sich in der Gruppe der Patienten mit infektioser Genese nicht
zeigen lieBen. Zwischen den einzelnen Gruppen lieen sich keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede nachweisen, ebenso nicht zwischen Perikarderguss und autologem
Patientenserum.

Erhohte IL-2 sRa Konzentrationen finden sich als Ausdruck des Grades der T-Zell-
Aktivierung und dem allgemeinen Zustand der Aktivitit des Immunsystems wieder.
Dementsprechend finden sich Nachweise von IL-2 sR im Rahmen vieler verschiedener
Erkrankungen, darunter Berichte iiber Nachweis in tuberkulosen Pleuraergiissen (Chan
et al 1995), in malignen Pleuraergiissen (Porcel et al 2000) oder in Zusammenhang mit
autoimmunen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder systemischem Lupus ery-
thematodes (SLE). Eine erhohte Expression von IL-2 sR im myokardialen Gewebe
konnten Hufnagel und Maisch 1991 bei Patienten mit akuter TransplantatabstoBung
nach Herztransplantation und bei einigen Patienten mit Myokarditis demonstrieren.

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen eine im Mittel deutlich erh6hte Konzentration
von IL-2 sRa in allen Gruppen sowohl im Perikarderguss als auch im Serum, auch
wenn die Konzentrationen in der Gruppe der infektios bedingten Perikardergiisse nicht
statistisch signifikant erhoht waren. Zu bedenken ist auch an dieser Stelle die geringe

GroBe der Gruppe der Patienten mit infektioser Ergussétiologie (n=7).
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4.4. Schlussfolgerung
4.4.1. Kategorisierungsversuch der Zytokinmuster bei Perikardergussen

4.4.1.1. Pro- versus antiinflammatorische Zytokinantwort

Zytokine sind niedermolekulare Proteine, meist Glykoproteine, die als 16sliche Mediato-
ren vor allem von immunkompetenten Zellen gebildet werden und die Interaktionen mit
ihnen regulieren. Auch andere Zellen (z.B. Endothelzellen) aber auch, wie hier ange-
deutet und vorne diskutiert, ortsstindige Zellen im Herzgewebe (Myozyten,
Fibroblasten, Endothelien und Epikard- bzw. Perikardzellen, Mesothelien) diirften dazu
in der Lage sein. Nahezu alle Zellsysteme besitzen Rezeptoren fiir Zytokine und werden
in ihrer Funktion von diesen beeinflusst. Somit stellen Zytokine die Basis fiir den sys-
temischen oder regionalen (hier perikardialen) Charakter immunologischer Reaktionen
dar. Die physiologische (z. B. im Rahmen eines Infektes) und die pathophysiologische /
pathologische Immunstimulation (z.B. im Rahmen einer autoimmunen Reaktion oder
einer Tumorerkrankung) fithren zur Dysbalance der Systeme. Zytokine weisen, wie in
Abb. 1.6.2 dargestellt, oft pleiotrope Wirkungen auf verschiedene Organsysteme auf.
Dabei kann ein Zytokin je nach Ausgangszustand und Aktivierung der produzierenden
Zellen auch verschiedene, manchmal sogar entgegengesetzte Wirkungen entfalten. Die
biologische Wirkung von Zytokinen héngt auch von zytokinantagonistischen Proteinen,
meist 16slichen Zytokinrezeptoren ab, wie dies hier am Beispiel von IL-2 als Zytokin
und 16slichem IL-2 Rezeptor (IL-2 sRa) untersucht wurde.

Je nach Funktion -trotz der teilweise ausgeprigten pleiotropen biologischen Effekte-
werden Zytokine in folgende funktionelle Gruppen eingeteilt:

Interferone. Hiervon wurde in dieser Arbeit IFN-y untersucht, das aus T- und NK-
Zellen stammt. Nicht bestimmt wurden IFN-o (meist sezerniert von virusinfizierten
Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen), sowie Interferon-f (meist aus virusinfi-
zierten Fibroblasten).

Proinflammatorische Zytokine. Hierzu gehoren IL-1, IL-2, TNF, IL-6, IL-8, die alle
in dieser Arbeit untersucht wurden, sowie IL-4 (?), das nicht bestimmt wurde.
Antiinflammatorische Zytokine mit suppressiver Wirkung. Prototypen sind hier IL-10
und TGF-B (wurde in dieser Arbeit nicht bestimmt).

Himatopoetische Wachstumsfaktoren. Zu ihnen gehoren die hier untersuchten IL-1

und IL-6, aber auch das IL-3. Diese Zytokine aktivieren alle ruhende Stammzellen. Da-
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zu gehoren auch die hier nicht untersuchten Faktoren GM-CSF (Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender ~ Faktor), =~ G-CSF  (Granulozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor), EPO (Erythropoetin) sowie Thrombopoetin u.a.
Zytokin-Antagonisten. Fiir alle Zytokine gibt es losliche Rezeptoren, die mit hoher
Affinitdt freie Zytokine binden und neutralisieren. Thre Konzentrationen liegen meist
100- bis 1000-fach hoher als die ihrer entsprechenden Zytokine. Hier wurde als Beispiel
der 16sliche Rezeptor fiir IL-2 (IL-2 sRa) ausgewdhlt, dessen Konzentration mit dem
Grad der B- und T-Zell-Aktivierung und dem allgemeinen Zustand der Aktivitit des
Immunsystems korreliert.

Chemokine. Diese sezernierten Polypeptide binden an spezifische Oberfldchenrezepto-
ren, die ihrerseits Signale iiber kleine G-Proteine vermitteln. Sie triggern u.a. die intra-
vaskuldre Adhésion, dirigieren die Migration von Leukozyten und werden entweder als
entziindlich oder lymphoid eingestuft. Ein hier untersuchtes Beispiel ist das IL-8. Es
induziert u.a. die Produktion von IFN-y. Uber 50 Chemokine sind heute bekannt, u.a.
das Growth Regulated Oncogene (Gro), das Monocyote Chemoattractant Protein (MCP-
1,-2,-3,-4, alle an Epithelzellen und Effektorzellen exprimiert), das Macrophage In-
flammatory Protein (MIP-1 alpha, MIP-1 beta, MIP-3 alpha, MIP-3 beta), die an lym-
phoiden Organen exprimiert werden, sowie Fraktalkine, die auch aus dem Herzen
stammen konnen und auf Lymphozyten und Monozyten wirken.

Maligne Ergiisse haben mit Ausnahme von IFN-y sehr hohe Spiegel aller proinflamma-
torischen Zytokine im Vergleich zu den meist gleichfalls erhdhten autologen Serumwer-
ten. Dies gilt fiir eine nachgewiesene Tumorinfiltration ebenso wie fiir zytologisch ne-
gative Ergilisse bei maligner Grunderkrankung aber z.B. erfolgter Nachbestrahlung.
Aber auch das antiinflammatorische IL-10 ist vergleichsweise im Perikard iiber den
gleichfalls gesteigerten Serumspiegel erhoht, sodass Proinflammation und suppressive
Gegenregulation vorliegen. Fiir alle hier getesteten Zytokine mit Ausnahme von IFN-y
und IL-2 ist auBerdem eine lokale Produktion oder Anreicherung im Herzbeutel zu pos-
tulieren.

Dagegen zeigen bakterielle Ergiisse zwar hohe pro- und antiinflammatorische Zyto-
kinspiegel, diese aber sowohl im Perikarderguss als auch im autologen Serum, sodass
eine lokale Produktion in Herzbeutel unwahrscheinlich ist und die Zytokinantwort von
der systemischen Reaktion dominiert wird.

Virale Ergiisse zeigen mit Ausnahme der etwas stirkeren Anreicherung von IL-6 und

IL-8 im Herzbeutel dquivalente Spiegel zum autologen Serum, wobei die Spiegel meist
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iiber den Kontrollseren lagen. Die verstirkte Konzentration von suppressivem IL-10 im
Erguss spricht fiir eine lokale Begrenzung der proinflammatorischen Reaktion.
Autoreaktive lymphozytenreiche Ergiisse zeigen ein tendenziell erhohtes TNF-a.,
erhohte IL-2 sRa Spiegel (aber nicht IL-2) und stark erhohtes IL-6 und IL-8 im Erguss
als Hinweis auf eine lokale Produktion im Herzbeutel. Die suppressive antiinflammato-
rische Reaktion mit IL-10 ist gleichfalls lokal starker als systemisch aktiviert.
Autoreaktive humorale Ergiisse (ASA und AMLA sind im Perikarderguss positiv)
zeigen mit einer vergleichsweise zum Serum stark erhohten IL-6 und leicht erhéhten IL-
8 Konzentrationen fiir diese Zytokine eine partielle lokale Produktion an, wohingegen
das suppressive Prinzip und damit wohl auch die fiir die IL-10 Produktion verantwortli-
chen Zellen (ThO, Th2-, Monozyten, dendritische Zellen und Makrophagen) im Perikard
fehlen diirften, da die Ergusskonzentration von IL-10 in etwa der des Serums entspricht
bzw. sogar tendenziell niedriger erscheint. Die nachfolgende Tabelle 4.4.1.1-1 gibt die
Zytokinmuster bei den untersuchten Patientengruppen, getrennt in pro- und antiinflam-
matorische Zytokine im Vergleich zwischen Perikarderguss und autologem Serum so-

wie zum Kontrollserum wieder.

maligne |infektios autoreaktiv / Folgerung
entziindlich
viral bakteriell | lymphozytir | humoral

proinflammatori-

sche Zytokine

IFN-y PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

TNF-a PE*>Se PE*=Se* PE*>Se* |PE*>Se PE=Se partiell lokale
Produktion

IL-1a PE*>Se* |PE*=Se* |PE*<Se* |PE*=Se* PE>Se lokale Pro-
duktion

IL-2 PE=Ser PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

IL-2sRa PE*>Se* | PE*>Se PE*=Se* |PE*>Se* PE*>Se* | partiell lokale
Produktion

1L-4 nicht bestimmt

IL-6 PE*>>Se* | PE*>Se PE*>Se* | PE*>>Se* PE*>Se* |lokale Pro-
duktion

IL-8 PE*>>Se* | PE*>Se PE*>Se* | PE*>>Se* PE*>Se lokale Pro-
duktion

antiinflammatori-

sche Zytokine

IL-10 PE#>Se# |PE*>>Se# |PE*<Se* |PE*>Se# PE#<Se# | partiell lokale
Produktion

TGF-B nicht bestimmt

Tabelle 4.4.1.1-1: PE=Perikarderguss, Se=Serum
* stark erhoht im Vergleich zur Serumkontrolle gesunder Probanden (n=40)

# gering erhoht im Vergleich zur Serumkontrolle gesunder Probanden
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4.41.2. ThO-, Th1- oder Th2-Antwort

Wenn man dem klassischen Dogma der Zuordnung der dominierenden Zytokinantwor-
ten fiir Subpopulationen der T-Helferzellen folgt, lassen sich die Zytokinmuster der so-
genannten Thl- und der Th2-Antwort und ihren Vorldufern (Th-V und ThO) zuordnen.
Es galt deshalb zu priifen, ob sich spezifische Zytokinmuster den einzelnen Ergussursa-
chen zuordnen lassen. Dazu ist zundchst das typische Muster der ThO, der Thl- und

Th2-Antwort zu definieren (5. Abb.1.6.2).

Th-V-Antwort:
Th-V-Zellen sind Vorlduferzellen, die IL-2 sezernieren. Fiir keine der Ergussformen
diirfte eine lokale oder systemische Th-V-Antwort vorliegen. Dieses frithe Stadium ist

bei normalen IL-2 Konzentrationen im Serum und Erguss iiberschritten.

Th0-Antwort:

ThO-Zellen sind Vorlduferzellen mit erhohten Spiegeln fiir IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-
v und TNF, die iiber ihre differenzierte Wirkung die Auspragung von Thl- bzw. Th2
Immunantworten erzeugen.

Erhohte IL-10, TNF-o und tendenziell auch erhohte IFN-y Spiegel finden sich im Peri-
karderguss stirker ausgeprégt als im autologen Serum und passen bei den untersuchten
Patienten zu einer iiberwiegend regionalen ThO-Antwort bei malignen, bakteriellen,
viralen und autoreaktiv-lymphozytdren Ergiissen. Die lokal erhohte Produktion fiir TNF
und IL-10 findet sich nicht bei den Patienten mit humoral autoreaktiven Perikardergiis-
sen, da hier Effektorzellen ,,qua definitionem* fehlen diirften. Bei den bakteriellen Er-
giissen ist die Ausgangslage im Serum anders, da hier bereits im Serum sehr hohe Werte
auffallen, die eine systemische Reaktion belegen. Diese findet sich in dieser Hohe dann

auch im Perikard wieder.

Th1-Antwort:

Die Thl-Antwort entspricht der klassischen autoimmunen Reaktion (auch ,,delayed type
hypersensitivity*). Die Proliferation von Th1-Zellen ist unabhéngig von IL-1.

Die Thl-Zellen sezernieren proinflammatorische Zytokine, prototypische Zytokine

sind IL-2, INF-y, TNF-. Beteiligte andere Zytokine sind: IL-6, GM-CSF und IL-3.
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Erhoht sind u.a. neben den Th1-Lymphozyten auch Makrophagen sowie die MHC I und
II Expression. Charakteristisch ist die Immunglobulin-Klassen-Konversion von IgM
nach IgG.

Bei den hier untersuchten Patienten findet sich eine lokale intraperikardiale Thl-

Antwort allenfalls bei malignen und viralen Ergiissen.

Th2-Antwort:

Dies ist die klassische ,,allergische Reaktion* mit Aktivierung der B-Lymphozyten und
Plasmazellen. Th2-Zellen bendtigen IL-1 zur Proliferation.

Th2-Zellen sezernieren antiinflammatorische Zytokine. Prototypische Zytokine sind
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und TGF-B. Erhoht sind u.a. neben den Th2-
Lymphozyten ebenso die B-Lymphozyten sowie Eosinophile. Bemerkenswert ist die
Immunglobulin-Klassen-Konversion von IgG nach IgG1 und IgE.

Bei den hier untersuchten Patienten findet sich eine lokale intraperikardiale Th2-
Antwort in allen Perikardergiissen, eine systemische Th2-Antwort liegt moglicherweise
zusitzlich bei allen Patienten mit Ausnahme der autoreaktiven humoralen Perikarder-
glisse vor.

Eine vergleichende Ubersicht iiber die gemessenen Zytokinwerte in Perikardergiissen
und Seren unter Beriicksichtigung von ThO-, Thl- oder Th2-Konzeptes kann nachfol-

gender Tabelle 4.4.1.2-1 entnommen werden.
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maligne infektios autoreaktiv/ entziindlich Folgerung
viral bakteriell | lymphozytir | humoral

Th-V (11-2)

IL-2 PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

Tho

IFN-y PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

IL-2 PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

IL-4 nicht bestimmt

IL-5 nicht bestimmt

IL-10 PE#>Set#t PE*>>Se# | PE*<Se* |PE*>Set#t PE#<Se# lokale  Pro-
duktion

TNF-o PE*>Se PE*=Se* PE*>Se* | PE*>Se PE=Se partiell lokale
Produktion

Th1 (proinflammatorische Zytokine)

IFN-y PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

TNF-a PE*>Se PE*=Se* PE*>Se* |PE*>Se PE=Se partiell lokale
Produktion

IL-2 PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se PE=Se gleich

IL-2sRa PE*>Se* PE*>Se PE*=Se* | PE*>Se* PE*>Se* partiell lokale
Produktion

Th2 (antiinflammatorische Zytokine)

1L-4 nicht bestimmt

IL-5 nicht bestimmt

IL-6 PE*>>Se* PE*>Se PE*>Se* | PE*>>Se* PE*>Se* lokale  Pro-
duktion

IL-10 PE#>Se#t PE*>>Se# |PE*<Se* |PE*>Se# PE#<Se# lokale  Pro-
duktion

TGF- nicht bestimmt

pleiotrope Zytokine

IL-1a PE*>Se* PE*=Se * PE*<Se* | PE*=Se* PE>Se lokale  Pro-
duktion

IL-8 PE*>>Se* PE*>Se PE*>Se* | PE*>>Se* PE*>Se lokale  Pro-
duktion

Tabelle 4.4.1.2-1

* stark erhoht im Vergleich zur Serumkontrolle gesunder Probanden (n=40)

# gering erhoht im Vergleich zur Serumkontrolle gesunder Probanden

PE=Perikarderguss, Se=Serum

Anmerkung:

Th-V-Antwort: erhoht ist IL-2
ThO-Antwort: erhéht sind IL-2, IL-4, 1I-5, IL-10, IFN-y, TNF
Thi-Antwort: erhoht sind die proinflammatorischen Zytokine IL-2, IFN-y, TNF-B und

Makrophagen

Th2-Antwort: erhoht sind die antiinflammatorischen (suppressive) Zytokine IL-10, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-13 und B-Zellen, Eosinophile und Mastzellen
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Einschriankend sei an dieser Stelle bemerkt, dafl die Komplexitit der biologischen Wir-
kungen der in dieser Arbeit untersuchten Zytokine zur Zuriickhaltung bei der Interpreta-
tion der Daten zwingt.

Studien dieser Art, bei denen Zytokine in Korperfliissigkeiten bestimmt werden, haben
grundsitzlich den Nachteil der methodenbedingten Nachweisgrenze von zur Zeit um
oder unter 1 pg/ml, wodurch der subtileren Analyse der Zytokin-Regulationsmuster
gewisse Grenzen gesetzt sind, moglicherweise ein Grund fiir den fehlenden Nachweis
eines statistisch signifikanten Unterschiedes zwischen den einzelnen Patientengruppen.
Ein weiterer Aspekt, der moglicherweise eine Rolle spielt, liegt in der Tatsache begriin-
det, dal3 die relativ kleine Anzahl an Patienten nicht den erforderlichen Umfang besal3,
um existierende Unterschiede zu entdecken.

Obwohl erhdhte Zytokinspiegel im Rahmen vieler verschiedener entziindlicher Zustén-
de nachgewiesen werden konnten, ist ein Riickschluss auf die zugrundeliegende Ursa-
che der Entziindung anhand von Zytokinanalysen meistens nicht mdglich, da kein Zyto-
kin fiir eine bestimmte Erkrankung spezifisch ist (Deitch 1993). Héufig sind die Unter-
schiede, die bestimmte entziindliche Zustdnde charakterisieren, eher quantitativer als
qualitativer Natur. Riickschliisse auf die an der Immunreaktion beteiligten Zelltypen
sind aufgrund der extremen Pleiotropie und der Redundanz der Zytokinwirkungen so-
wie der Tatsache, dass Zytokine von sehr vielen verschiedenen Zelltypen produziert
werden kdnnen, spekulativ.

Weiterfithrende Untersuchungen miissen zeigen, welche pathogenetische Relevanz die
in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Zytokine (vor allem IL-6, IL-8, IL-10 und
TNF-a) bei perikardialen Entziindungsreaktionen besitzen, ob diese gewissermallen
wesentliche Mechanismen einer spezifischen Entziindungsreaktion darstellen oder aber
Ausdruck bzw. ein Epiphdnomen eines noch subtileren Regulationsmusters widerspie-
geln.

Ferner wire es wichtig, das Verstindnis perikardialer Entziindungsreaktionen durch
Tierversuche und In-vitro-Experimente zu vertiefen, um die Beteiligung und Wirkung
von bestimmten Zytokinen isolierter betrachten zu kdnnen, als dies bei Untersuchungen
am Gesamtorganismus mdoglich ist.

In Verbindung mit einer Datenbank fiir perikardiale Ergilisse (Dickson et al 1999) eroft-
net die Analyse perikardialer Ergilisse auf Zytokine in Zukunft moglicherweise neue
antiinflammatorische Therapiemdglichkeiten und erweitert das Verstindnis (au-

to)immunologischer Mechanismen.



5. Zusammenfassung 85

5. Zusammenfassung

Die Ursachen fiir Erkrankungen des Perikards mit konsekutiver Perikarditis sind duferst
vielfdltig und ebenso vielfaltig sind die Ursachen, die zu einem Perikarderguss fiihren
konnen. Es ist sinnvoll, diese nach &tiologischen Gesichtspunkten zu klassifizieren.

In diese Untersuchung wurden 40 Patienten mit Perikarditis und Perikardergussbildung

unterschiedlicher Atiologie aufgenommen.

Unter Beriicksichtigung klinischer Daten und Diagnosen sowie von Befunden spezieller

Untersuchungen wie Perikardioskopie, Peri- bzw. Epikardbiopsie, molekularbiologische

Untersuchungen wie PCR zum Nachweis von Infektionserregern als auch immunologi-

sche und immunhistochemische Untersuchungen an Biopsaten konnten die Patienten

retrospektiv in folgende Gruppen eingeteilt werden:

e Patienten mit malignem Perikarderguss/maligner Grunderkrankung (n=19 Patien-
ten): Diese Gruppe wurde subdifferenziert in Gruppe la, welche Patienten mit zy-
tologisch und/oder bioptisch validiertem Perikardtumor /metastase umfasst sowie in
Gruppe 1b, die Patienten mit maligner Grunderkrankung aber negativer Perikarder-
gusszytologie und/oder fehlendem bioptischen Tumor-/Metastasennachweis ein-
schlieft.

e Patienten mit infektiosem Perikarderguss (n=5 Patienten): Der Nachweis einer in-
fektiosen Ergussgenese erfolgte mittels PCR bzw. Kultur, diese Gruppe wurde sub-
differenziert in Patienten mit viraler (Gruppe 2a) oder bakterieller (Gruppe 2b) Pe-
rikardergussgenese.

e Patienten mit autoreaktiver bzw. entziindlicher Genese der Perikardergussentste-
hung (n=13 Patienten): Diese Gruppe wurde subdifferenziert in Patienten mit Peri-
kardergiissen vom autoreaktiv lymphozytiren Typ (Gruppe 3a, Lymphozyten stell-
ten den dominierenden Zelltyp in der perikardialen Ergussfliissigkeit dar), sowie in
Patienten mit B-Zell-vermittelten, ASA- und AMLA positiven Perikardergiissen
(Gruppe 3b).

Uber die Beteiligung von Zytokinen an perikardialen Entziindungsreaktionen liegen

bisher nur sehr wenige Studien vor.

Ziel dieser Arbeit war es zu priifen, ob der Nachweis bestimmter Zytokine bzw. eines

bestimmten Zytokinmusters Riickschliisse auf die Ursache der Perikardergussbildung

zuldsst und sich somit eventuell neue Therapiemdoglichkeiten erdffnen. Zu diesem

Zweck wurden in Perikardergiissen und Seren IL-1a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a,



5. Zusammenfassung 86

I[FN-y und IL-2 sRo mittels ELISA bestimmt und mit den Serum-Zytokinkonzen-
trationen einer Kontrollgruppe verglichen.

Fiir die Zytokine IL-6, IL-8 und IL-10 konnte eine statistisch signifikante Konzentrati-
onserhohung sowohl bei den Patienten mit malignem als auch bei den Patienten mit
autoreaktivem/entziindlichem Perikarderguss in den Perikardergiissen im Vergleich zu
den autologen Seren nachgewiesen werden (p<0,05), fiir TNF-o traf dies nur fiir die
Patienten mit malignem Perikarderguss zu.

In keiner der Gruppen waren IL-2 und IFN-y statistisch signifikant erh6ht, weder im
Perikarderguss noch im Serum.

IL-1a war sowohl im Perikarderguss als auch im Serum aller Gruppen statistisch signi-
fikant erh6ht gegeniiber der Kontrollgruppe (p<0,05), auller im Serum der Patienten mit
autoreaktiver Ergussitiologie. Die Konzentrationen von IL-1a in den Perikardergiissen
maligner und entziindlicher/autoreaktiver Genese war im Median hoher als die autolo-
gen Serumwerte. Bei den bakteriellen Ergiissen fillt auf, daB3 IL-1a insbesondere im
Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht ist.

IL-8 gestattet die Differenzierung von bakteriellen und viralen Perikardergiissen bzw.
autoreaktiv-humoralen Perikardergiissen. Sowohl im Serum der Patienten mit viralen
als auch im Serum der Patienten mit autoreaktiv-humoralen Perikardergiissen war IL-8
nicht nachweisbar, in den autologen Perikardergiissen hingegen war IL-8 erhoht.

IL-2 sRa war sowohl bei den Patienten mit malignem als auch bei den Patienten mit
autoreaktivem Perikarderguss in den Perikardergiissen und Seren statistisch signifikant
erhoht gegeniiber der Kontrollgruppe (p<0,05). Ein spezifisches Zytokinmuster, das
eine klare Differenzierung beziiglich der Atiologie der Perikardergussgenese erlaubt,
konnte zwar nicht gezeigt werden, allerdings lassen sich unter Beriicksichtigung des
Konzeptes der ThO-, Thl- und Th2-Immunantwort folgende Beobachtungen machen:
Eine liberwiegend regionale ThO-Antwort findet sich bei malignen, bakteriellen, viralen
und autoreaktiv-lymphozytiren Ergiissen. Eine lokale intraperikardiale (proinflammato-
rische) Th1-Antwort findet sich allenfalls bei malignen und viralen Ergiissen. Eine loka-
le (antiinflammatorische) Th2-Antwort 148t sich in allen Perikardergiissen beobachten,
eine systemische Th2-Antwort liegt moglicherweise zusitzlich bei allen Patienten mit
Ausnahme der autoreaktiven humoralen Perikardergiisse vor. Die Ergebnisse der Ana-
lysen von IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a deuten eindeutig auf einen lokalen entziindli-
chen Prozess mit gegenregulatorischen Mechanismen (IL10) hin, dessen besseres Ver-

stdndnis in Zukunft méglicherweise neue therapeutische Optionen bieten konnte.
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